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RIASSUNTO 
 
La pianta di kenaf (Hibiscus cannabinus L.) è un erbacea annuale coltivata 
essenzialmente per la produzione di fibre vegetali. Queste stanno assumendo 
sempre maggiore interesse in campo tecnologico per la produzione di materiali 
biocompositi che presentano, oltre a caratteristiche di buone proprietà meccaniche, 
anche quella della biodegradabilità.  
Gli  steli  di  Kenaf  sono  costituiti  da  una  parte  corticale  chiamata  tiglio, da  una  
parte  più  interna  detta  kenapulo  e  dal  midollo  centrale. 
Tali materiali sono oggiparticolarmente apprezzati, anche a seguito di specifiche 
direttive della UE, nel campo della bioedilizia e della componentistica ad alta 
biodegrabilità impiegata nell’industria automobilistica. L’industria dei materiali 
biocompositi richiede fibre vegetali con caratteristiche che sempre più si adattino al 
processo di lavorazione ed agli usi finali. La modifica delle caratteristiche reologiche 
dei materiali passa anche attraverso l’ottenimento di fibre con adeguati contenuti di 
cellulosa e lignina e, quindi, particolare importanza rivestono ricerche tese a 
delucidare i processi di biosintesi di questi importanti polimeri vegetali. 
Il nostro gruppo ha iniziato una ricerca allo scopo di isolare e caratterizzare i 
principali geni 
coinvolti nella biosintesi della lignina e della cellulosa nella pianta di kenaf. Per 
quanto concerne la via biosintetica della lignina, i geni studiati sono stati: cinnamato-
4-idrossilasi (c4h); cinnamilalcol-deidrogenasi (cad); cinnamil-CoA-ossidoreduttasi 
(ccr) e 4 cumarato-CoA-ligasi (4cl). Per la via biosintetica della cellulosa è stato 
studiato un gene della famiglia genica CeSA (cellulosa-sintetasi). Per isolare 
sequenze geniche putativamente riferite ai geni sopra citati è stato scelto un 
approccio bioinformatico. Zone altamente conservate sono state identificate a 
seguito di allineamento di tutte le sequenze di pianta reperibili in banca per ogni 
singolo gene studiato ed i primer disegnati sulla base delle sequenze mostranti la più 
alta identità. Le reazioni di amplificazione sono state condotte sia  su DNA genomico 
sia su cDNA isolati da piante della cv Dowling allevate in camera di crescita. Tale 
cultivar è stata scelta in quanto rappresenta quella che fornisce la più alta quantità di 
fibre tra quelle in commercio. I frammenti di amplificazione ottenuti sono stati clonati 
e sequenziati. L’analisi comparativa delle sequenze nucleotidiche dei singoli geni ha 
mostrato un’alta percentuale d’identità con le sequenze degli stessi geni di altre 
specie, principalmente con quelli appartenenti alla famiglia delle Malvaceaee. Tali 
sequenze sono state poi depositate in banca dati e rese pubbliche. 
Inoltre è stata valutata l’espressione dei geni c4h, cad e CeSA dopo 30,60 e 90 giorni 
dalla semina, mediante analisi qPCR mettendola in relazione con le quantità di 
lignina e cellulosa estratte dai tessuti. La qPCR è stata eseguita su mRNA isolati dal 
tiglio e dal  kenapulo di piante allevate in condizioni controllate. È stato possibile 
notare che talvolta le variazioni dell’espressione dei geni della biosintesi di un 
polimero non sono in accordo con l’accumulo del polimero all’interno del tessuto, 
talaltra invece questa correlazione è positiva.   
Un altro obiettivo è stato quello di mettere a punto un protocollo efficiente per la 
trasformazione genetica del kenaf, sia con l’utilizzo di Agrobacterium tumefaciens sia 
con l’utilizzo del metodo biolistico,  dopo studi preliminari di massiva propagazione e 
di differenziamento in vitro. I dati ottenuti indicano la possibilità di trasformare il kenaf 
con un approccio innovativo basato sulla trasformazione degli embrioni e la 
successiva induzione alla proliferazione di gemme multiple. 
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In conclusione, i risultati ottenuti rappresentano un interessante contributo alla 
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SUMMARY 
 
Plant cell walls are important in human life, providing major dietary fibers and 
essential raw materials for textile, lumber, pulping, and potentially for biofuels.  It is 
composed of cellulose, hemicellulose, pectin, proteins, and/or lignin, which vary in 
amount depending on cell types that providing mechanical support to individual cells 
and the whole plant.  .  
Woody plants and herbaceous fast growing plants are the main source of lignin and 
cellulose. In this scenario kenaf (Hibiscus cannabinus L.) is an important herbaceous,  
short-day, annual malvacea native to tropical regions of Asia and Africa that has 
been used for over 6000 years due to a rapid growth and erect stem (Dempsey, 
1975). To beginning of human cultivation of kenaf , the main products obtained from 
it were mainly cordage and secondarily used as livestock fed (Dempsey, 1975).  
Kenaf has a high growth rate, reaching heights of 4-6 m in about 4-5 months and its 
yields of 6-10 tonnes of dry mass per acre each year, is generally 3-5 times greater 
than the yield of pine tree which can take from 7-40 years to reach harvestable size. 
After it was domesticated and used in Africa for over six millennia, kenaf was first 
introduced to India in the last 200 years, Russia started producing kenaf in 1902 
(Dempsey, 1975; Charles, 2002; Li, 2002). Kenaf was cultivated commercially as a 
fiber crop in Asia and the USSR in the 1930’s. During the Second World War, as 
foreign fiber supplies were interrupted, kenaf research and production was started in 
the U.S. to supply cordage material for the war effort (Dempsey, 1975). 
In the 1950’s, researchers in the USA identified kenaf as an excellent cellulose fiber 
source for a large range of paper products (Nelson et al., 1962). 
Currently, many countries pay more attention to kenaf research and cultivation 
because of its high biological efficiency and wide ecological adaptability.  
In the modern day, kenaf is an important source of raw material for industrial uses. 
Recent research and development efforts have further increased the diversity of uses 
for kenaf; lignin is collected from the external part of stem called bark making up 35-
40% of total stem weight composed mainly by long fiber (2-6 mm).  
The bark is transformed into high quality paper pulp and that is particularly amenable 
to be used in bio-composite materials, mainly for automotive and house building 
industries (particle boards of various densities, thicknesses, with fire and insect 
resistance) due to his degree of purity from the woody impurities and from the 
pectines equal to 99%.  
The core is the inside part of stem that furnishes light and absorbent wood.  Core has 
short fibers (0.6 mm) and making up the remanding 60-65% of total stem weight (Lin 
et al.,  2004) and it is used for making board or packaging materials, adsorbents, 
textiles, livestock feed, animal bedding and fibers in new and recycled plastics (Li, 
2002). 
Today in the greater agronomic-industrial cultivars of Hibiscus cannabinus the 
relationship between bark and core is of around 1:3 , so  to move such relationship 
for the bark is an objective how much ever panted. Increase the amount of lignin in 
the bark is an other important objective because kenaf's fibers consequential from 
the workmanship of the bark is a product very appreciated. It, indeed, has a degree 
of purity from the woody impurities and from the pectines equal to 99% and it is 
extremely appreciated in the construction of  bio-composites material helpful  for the 
bio-housebuilding and car industry.  
On the other hand for paper industry a reduction in lignin amount in the core is 
strongly desired for the paper industry. Indeed, the high presence of lignin in stem of 
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kenaf causes a higher utilization of energy in the retting process and a greater use of 
chemicals agent, that are toxic for human health and for environment. 
As a result of the diverse uses for kenaf and the different portions of the plant being 
used, it is important to gain a greater understanding of the yield components and the 
factors affecting composition of the plant.  
Despite the fact, that lignifications of plant cell wall and the metabolic pathway of  
lignin has been studied for long time we still do not have a whole picture of those two 
biological process. In brief, lignin is a plant phenolic biopolymer of complex structure 
made up of three monolignols, namely p-coumaryl, coniferyland sinapyl alcohols and 
lignification is the process of polymerization of the above mentioned monolignols 
each giving rise to the hydroxyphenyl (H) guaiacyl (G) or syringyl (S) lignin units, 
respectively (Anterola e Lewis 2002).  
Cellulose, the most abundant plant polysaccharide, is synthesized by structures in 
the plasma membrane known as rosettes (Brown et al., 1996). This plasma 
membrane complex is formed by membrane proteins named CeSA (Cellulose 
Synthase), that polymerize glucan chains by monomers of UDP-glugose (Delmer 
1999). Cellulose providing mechanical support to individual cells and the whole plant. 
So far, the ratio on weight basis between bark and core is of around 1:3 in the 
greater agronomic-industrial cultivars of Hibiscus cannabinus and traditional breeding 
strategies have not improved the quality and quantity of lignin that industry requires. 
Therefore a biotechnological approach is necessary to obtain plant that meets the 
industry request. On this basis, one of our aims is to identify and clone the major 
genes of cellulose and lignin biosynthesis in kenaf and then monitoring the level of 
expression during some phenological age of plant. 
As first step, we have identified on literature the major genes involved in cellulose 
and lignin biosynthesis: (a) lignin’s biosynthesis genes, cinnamyl alcohol 
dehydrogenase (cad); cinnamoyl-CoA oxidoreductase (ccr); cinnamate 4-
hydroxylase (c4h); 4-coumarate:CoA ligase (4cl); (b) cellulose synthase gene family 
CeSA. 
In order to design useful primers for cloning the above-listed genes, we have used a 
bio-informatics approach. For each gene, primers were designed on highly 
conserved coding sequence regions of those genes already available in public 
database from several monocots and dycot species.  Multialignments were 
performed using “T-Coffee”, a public domain software 
(http://www.es.embnet.org/Services/MolBio/t-coffee/). For every gene, several 
monocots and dycots species were used for the alignment. The software shows for 
every alignments the percentage of identity among the species.   
On genomic DNA extracted from leaves collected from plantlet of 10 days old were 
performed PCR, while cDNA useful for RT-PCR analysis was obtained form reverse 
transcriptase of total RNA isolated from apexes of young plant of 10 day after 
sowing. Amplified fragments was obtained of amplification PCR  and RT-PCR 
analysis, for 4cl, c4h, cad, ccr, CeSA and actin II gene.  
All amplified fragments were purified and cloned in to pGem T-easy vector 
(Promega) and recombinant plasmid were used to transform Escherichia Coli Dh5α 
competent cells. Fragments were sequenced on both strands using SP6 and T7 
universal primers. 
For each kenaf fragments cloned  we have found out a high high identity with related 
sequences genes from other plant species, mainly with the Malvaceae family. All of 
those are now available in NCBI data bank www.ncbi.nlm.nih.gov/  
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We have also cloned a actinII gene for internal control in quantitative PCR analysis 
(QPCR).  
In order to know the time course expression of different genes in different plant tissue 
many specific couple qPCR primers have been designs using Primer 
Express®Software 2.0 software for each the following genes: the gene CeSA of the 
cellulose  biosynthesis and of c4h and the cad of lignin biosynthesis:  
For each qPCR primers couple were performed preliminary experiments in order to 
set the bests parameters and therefore choose the best primers couple for this goal.  
Total mRNA was collected from bark and core of kenaf plants (cv Dowling) after 30, 
60 and 90 days after sowing. Plants were grown in controlled growth chamber at 25 
C and 16 hours of light and 8 hours of dark. The bark, and core samples were each 
prepared always from same positions of the kenaf stems, in particular we used 7 cm 
of tissue, comprised between tenth and the seventeenth centimeter of stalk 
beginning from the crown. cDNA  synthesis was obtained by total RNA isolated from 
this tissue parts,  by in vitro reverse transcriptase reaction using oligo dT(18), and 
was used as template for qPCR Four biological duplicates, and three experimental 
duplicates for each gene in every biological duplicate, were made for all qPCR 
analyses.  
A post-hoc statistical analysis was made by SPSS13 software. Results has been 
used to compare the level expression of each gene studied at 60 and 90 days after 
sowing (DAS) to levels at 30 DAS.  
In the bark, statistical difference were observed in bath cad and c4h gene between 
30 and 60 DAS but between 60 and 90 DAS there aren’t significant statistical 
differences. 
In literature is reported that cad and c4h are the pivotal genes for lignin biosynthesis 
(Ralph et al.,  2001, Dimmel et al.,  2001, Li et al. 2003). and our data are in 
agreement with those results. 
In addition, our analysis on kenaf lignin quantification support the idea that the 
expression level of those two genes are important for lignifications cell wall because 
quantity of lignin augment in bark and core during the development of plants. 
A similar statistical approach was done for CeSA gene. The gene level shows that 
cellulose gene increased its level during plant growth.  
In our condition, the cellulose biosynthesis increased steadily during the development 
of kenaf in the first 60 days after sowing in core and bark. Therefore, the expression 
of genes involved in lignin pathway by biotechnological approach for obtaining plant 
with an high content of lignin in bark should be done at this plant developmental 
stage. 
In the core, our analysis for the two lignin genes and CeSA gene shows that CeSA 
expression has a maximum level at 60 DAS reaching a minimum level at 90 DAS. 
While for lignin genes the maximum hight level of expression was measured at 30 
DAS.  
This data seems to be in agreement with the analyses of amount of cellulose but not 
with those of lignin amount. In addition form the literature we know that also in the 
core both lignin that cellulose increase their amount during plant development 
(Nishimura et al., 2002).  
Genetic transformation is an valid alternative to traditional breeding in obtaining elite 
plant genotypes for any feature required. However, this approach needs a robust 
regeneration procedure from any plant explants to mature fertile plants. Therefore, 
the third aim of my PhD project is to obtain a experimental procedure for in vitro 
regeneration and then a genetic transformation in kenaf. 
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Plant regeneration from the shoot apex of kenaf was reported by varying authors 
(Zapata et al., 1990, Srivatanakul et al., 2000), from nodal segments (Reichert et al., 
1996) and from cotyledons with plumes attached (McLean et al.,  1992). On the other 
hand, those experimental procedure are not useful for genetic transformation due to 
a low yeld of regenerant shoot. 
The final goal of my phD project was to obtain adventitious shoots from differentiated 
explants such as petioles, cotyledonary leaves, hypocotyls,  to be a target for any 
genetic transformation method. 5 culture substrates for regeneration of kenaf plant 
from different tissues like petioles, cotyledonary and hypocotyls were tested but the 
rate of shoot production was found to be not adequate to be used for developing a 
transformation protocol.  
An alternative for genetic transformation is to use as explants target multiple shoots 
due to an increasing of number of meristematic center. In literature, is known a 
combined effect of benzyladenin with kinetin on meristematic cell division with the 
production of multiple shoots in different cultivars of kenaf (Herath et al., 2004). 
Furthermore, thidiazuron (TDZ)  herbicide that acts as plant hormone growth is 
known to be produced multiple shoots in different species (Huetteman et al., 1993 
Visser et al., 1992) and in kenaf too (Srivatanakul et al., 2000). We studied effect of 
TDZ, at three concentrations, on the kenaf seeds previously sterilized and cut 
lengthwise. The best results obtained in our study is that TDZ at 10 µM is the best 
concentration for inducing multiple shoot from kenaf seeds. 
Multiple shoots from seeds were target material genetic transformation experiments 
by direct and indirect methods. Our results infer that the better way to introduce new 
genetic material in kenaf shoots is genetic transformation procedure mediated by 
Agrobacterium tumefeciens.  
In order to obtained kenaf transformed plant we have cocoltivated embryos contained 
in the seeds of kernaf with Agrobacteriumi tumefeciens that contain a plasmid with 
GUS as reporter gene and nptII as marker gene both droved by a constitutive 
promoter. After cocoltivation, meristematic tisuue of embryos were placed in the 
culture substrates that with TDZ for inducing multiple shoots production. On the 
seedling derived from cocoltivated and inducted embryos were made an 
histochemical assay in order to find the transient GUS expression. All tested 
germinated seedling after cocoltivation with Agrobacterium tumefaciens carrying the 
appropriate expression vector showing a high percentage of GUS expression.  
This result were independent from the cultivar used, Dowling or SF459 but it  was 
been cleared  that C58C1 agrobacterium strain was mare efficient of LBA4404 strain. 
This data in not agree with  Srivatanakul’s study (Srivatanakul et al. 2001). 
Among the plants survived on the kanamicin only one was positive for analysis PCR  
with specific GUS gene primers.  
Therefore we have established a regeneration protocol for multiple shoots from 
seeds and that multiple shoots are a good target for any genetic improvement in 
kenaf. On the other hand, modifications of genetic transformation procedure needs 
for improving the yield of transgenic plants. 
In conclusion, this study can be considered as a initial point to be aware of how to 
modify the relationship between lignin and the cellulose inside kenaf.  
The most important period for cellulose and lignin increasing in the bark is  in the first 
60 days of plant’s life and therefore during this period is possible to interfere in order 
to modify the ratio of cellulose: lignin. In the core the maximum expression of lignin is 
in the first 30 day and for the cellulose is from 30 to 60 day after sowing. 
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High percentage of multiple shoots were obtained from germinated seeds onto TDZ 
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1.  INTRODUZIONE 
 
1.1  LA PIANTA DI KENAF 
 
1.1.1  LE CARATTERISTICHE BOTANICHE E LE CONDIZIONI DI CRESCITA 
 
Il kenaf (Hibiscus cannabinus L. 2n = 36) è una pianta brevidiurna, annuale, erbacea 
appartenente alla famiglia delle Malvaceae, coltivata per la fibra di tiglio del suo stelo 
che è nota sia per la sua importanza sia industriale che orticola (Fig. 1.1).  
Il genere Hibiscus è ampiamente diffuso, con oltre 400 specie. Esso è diviso in sei 
diverse sezioni: Furaria, Alyogen, Abelmoschus, Ketmia, Calyphyllia, e Avanza, il 
kenaf è classificato nella sezione Furaria. Questa sezione comprende circa 40-50 
specie ( Su et al., 2004). Il kenaf è strettamente legato al cotone (Gossypium 
hirsutum L.), all’ocra (Hibiscus esculentum L.) e Hollyhock (Althaea roseus L.).  
In tutte le specie della sezione Furaria, il numero dei cromosomi è multiplo di 18, da 
2n = 36 a 2n = 180. La diversità del numero di cromosomi e genomi trovato in questa 
sezione non è comune nel mondo vegetale. Questa diversità cromosomica si riflette 
nell’elevato livello di diversità morfologiche e fisiologiche delle colture  (Wilson, 2003; 
Su et al. , 2004).  
Secondo Dempsey (1975), ci sono più di 129 nomi comuni per di kenaf in tutto il 
mondo, quali mesta (India, Bengala), stokroos (Sud Africa), Java juta  (Indonesia), 
ambari (Taiwan) (Liu, 2000). Pochi sanno che sotto il nome di "kenaf", nome di 
origine persiana, è commercializzato anche il tiglio di un'altra specie, la rosella 
(Hibiscus sabdariffa var. altissima) coltivata nei paesi tropicali e sub tropicali al di 
sotto di 8° di latitudine Nord e Sud. Simile alla rosella è il karkadè (Hibiscus 
sabdariffa var. edulis) dal quale si ricava la nota bevanda che porta lo stesso nome 
anche detto "thé rosso". 
Il kenaf ha un alto tasso di crescita, raggiungendo altezze di 4-6 metri in circa 4-5 
mesi e la sua resa è di 6-10 tonnellate di sostanza secca per ettaro ogni anno, 3-5 
volte maggiore rispetto alla resa del pino. Le piante di kenaf producono 
generalmente due tipi foglia (Fig. 1.2), che possono essere completamente intere o 
profondamente lobate oppure profondamente palmate. Il picciolo può essere di 
lunghezza variabile da 3 a 8 centimetri, finemente pubescente sulla superficie 
superiore oppure setoloso sulla superficie inferiore , rosso o verde. Talvolta, una 
stessa varietà come ad esempio nel caso della varietà El Salvador, può presentare 
una mescolanza eterogenea di piante a foglia intera ed a foglia palmata. Da un punto 
di vista genetico, il carattere "foglia palmata" è dominante rispetto al carattere "foglia 
intera" (Jones et al. , 1955). L'apice delle foglie è acuminato sia che si tratti di varietà 
a foglia lobata sia di varietà a foglia intera. Le foglie giovani su tutte le piante di kenaf 
sono semplici e intere. La posizione delle foglie è alternata sullo stelo. Le foglie del 
kenaf sono utilizzate per alimentazione animale ed anche per alimentazione umana 
in alcune salse della cucina africana ed asiatica. Poiché la pianta di kenaf cresce 
velocemente le foglie giovani iniziano a differenziarsi assumendo la forma 
caratteristica di quella particolare cultivar (Charles, 2002). Ogni foglia contiene anche 
ghiandole che producono una resina sulla parte inferiore della foglia (Dempsey, 
1975) che attrae le api (Jones et al. 1955).  
La parte economicamente più importante della pianta è lo stelo (Fig. 1.3). Il kenaf ha 
un stelo eretto, ramificato o non ramificato, che raggiungere un'altezza di 4-6 metri, si 
mostra esile verde o rosso, e spinoso. Esso si compone di due distinti tipi di fibre: 
all'esterno, le fibre di tiglio, che rappresentano circa il 35% del peso a secco, e 
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all’interno le fibre del kenapulo , che rappresentano circa il 65%  del peso secco (Lin, 
et al. , 2004).  
Sezionando lo stelo di una pianta di kenaf, si trovano differenti strati di tessuti: 
- la cuticola, sulla quale si rileva spesso la presenza di cera avente la funzione di 
limitare le perdite di acqua dallo stelo; 
- l'epidermide, rappresentata da uno strato di cellule a parete spessa, in cui si 
trovano gli stomi; 
- la corteccia, rappresentata normalmente da due a sette strati di cellule; 
- il floema, che contiene i vasi cribrosi e le fibre tessili molto spesso raggruppate in 
fasci di numero variabile, posizionate circolarmente nel parenchima floematico che  
costituiscono il "tiglio"(Fig. 1.4), cioè la vera e propria fibra tessile; 
- il cambio, che separa la parte corticale dalla parte interna legnosa dello stelo, 
rappresentato da uno strato sottile di cellule di forma rettangolare allungata, a parete 
fine; 
- lo xilema, costituito da cellule legnose, spesse e corte, relativamente larghe e ben 
lignificate che sostengono la pianta durante la crescita; disposte nel senso dello stelo 
a formare un cilindro continuo attraversato dai raggi midollari 
- il midollo, posto all'interno di una cavità localizzata, o canale midollare, al centro 
dello stelo.  
Lo xilema, la parte legnosa  dello stelo, ha forma di cilindro cavo a sezione 
decrescente dal basso all'alto e forma il kenapulo (Fig. 1.5). Varia percentualmente in 
relazione alle altre componenti dello stelo a seconda della specie. Allo stadio di 
maturità della pianta può oscillare dal 50% ad oltre il 75% in peso dello stelo. Il suo 
spessore varia sensibilmente dalla base (ove risulta particolarmente ampio e 
sviluppato)  verso l'apice, dove si assottiglia fino a diventare erbaceo. 
Il kenaf ha grandi fiori (Fig. 1.6), di colore giallo chiaro o crema a forma di campana 
quando sono aperti. I fiori di molte cultivar hanno una parte centrale rossa o marrone. 
I fiori sono singoli, larghi 8-13 cm di diametro, con cinque petali e si alternano lungo il 
fusto, essi di solito si aprono poco prima del mattino, per poi iniziare a chiudersi a 
mezzogiorno circa e si chiudono a metà del pomeriggio, per riaprirsi nuovamente 
l’indomani. Dentro la corolla gli stami circondano lo stimma e le antere rilasciano il 
polline, poco prima che il fiore sbocci; lo stimma emerge subito dopo.  La corolla si 
chiude a spirale in modo che le antere sono in contatto con lo stimma, e quindi se 
non si verifica l’impollinazione incrociata, può verificarsi l’autofecondazione (Jones et 
al ., 1955). L’impollinazione incrociata avviene tra il 2 ed il 24 % dei casi. 
Il frutto (Fig. 1.7) è una capsula spinosa, a cinque loggie. Ogni pianta ha da 35 a 40 
capsule contenenti ciascuna da 25 a 30 semi, cioè 5 - 6 semi per loggia. Il seme ha 
forma reniforme ed è di colore variante dal grigio al nerastro. Un chilogrammo di 
seme di kenaf contiene dai 35.000 ai 40.000 semi (Dempsey, 1975). I semi (Fig. 1.8) 
hanno una lunghezza di circa 6 mm ed una larghezza di circa 4 mm. Una volta 
impollinati, i semi richiedono ulteriori 60-90 giorni di freddo per poter germinare. 
Circa il 20% del volume del seme di kenaf è pieno di olio, di composizione molto 
simile a quella di cotone. Di solito i semi di kenaf hanno una percentuale di 
germinazione di circa il 98%; tuttavia, a causa dell’alto contenuto di olio, essi 
perdono vitalità rapidamente (Dempsey, 1975).  
Il kenaf ha un più ampio di adattamento alle condizioni climatiche nei confronti di 
altre piante da fibra vegetale coltivate per uso commerciale. In generale esso ha 
un'ampia adattabilità ecologica (Liu, 2003) ed è coltivata tra il 45° e 30° latitudine con 
una umidità relativa che varia tra 68 e 82% e non tollera il gelo. Le temperature 
medie ottimali di crescita variano tra  22°C e 30°C per quanto riguarda il giorno e tra 
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11°C e 23°C quelle della notte. Il fabbisogno idrico per la crescita è di circa 100-125 
mm al mese per un totale che deve variare tra 500-625 millimetri per il periodo di 5 o 
6 mesi di crescita (Dempsey, 1975). 
Il Kenaf mostra una alta produzione di fibre su un ampia gamma di terreni, compresi 
quelli acidi, limosi-alluvionali, sabbiosi, argillosi, calcarei, salini desertici e molti altri a 
patto che essi posseggano un buon drenaggio, anche se la pianta tollera inondazioni 
nelle ultime fasi di crescita (Dempsey, 1975). Quindi il kenaf si adattata meglio della 
altre colture commerciali ai suoli  poveri e può essere piantata su terreni marginali.  
Il kenaf è sensibile al fotoperiodismo e la maggior parte delle varietà sono a "giorno 
corto" cioè manifestano induzione a fiore quando le ore di luce scendono al di sotto 
di un certo valore della durata del giorno. Indipendentemente dal momento della 
semina, la maggior parte delle varietà di kenaf rimanere allo stato vegetativo fino a 
quando il periodo di luce scende al di sotto di 12,5 ore, poi comincia la fioritura.  
 
 
1.1.2 ORIGINE E STORIA DELLA SPECIE  
 
È accettato dalla maggior parte degli autori che la pianta di kenaf ha il suo nucleo di 
origine nell’Africa subsahariana, dove si trovano diverse forme selvatiche di kenaf ( 
Li, 1990; Cheng, 2004).  
Sulla base di indagini è stato riportato che la pianta di kenaf è stata addomesticata 
circa 4000 a.c. nella regione del Sudan (Cheng et al., 2004)  
Per oltre 6000 anni il kenaf è stato prevalentemente usato per la produzione di corde 
e come mangime per il bestiame (Dempsey 1975) in Africa. Dopo tale periodo essa è 
stata introdotta inizialmente in India negli ultimi 200 anni mentre la Russia ha iniziato 
a coltivare kenaf nel 1902 e la Cina ha conosciuto il kenaf  all’inizio del 1900 
(Dempsey, 1975; Charles, 2002). Il processo di produzione ed il processo di  
trasformazione che prevede la separazione della lignina dalla cellulosa nelle fibre, 
detto processo di retting, del kenaf è rimasto sostanzialmente invariato per migliaia di 
anni. 
Durante la prima metà del XX secolo, i ricercatori di molti paesi, tra cui i dipendenti 
dell'US Department of Agriculture (USDA) durante la Seconda Guerra Mondiale, 
hanno cercato di sviluppare programmi di miglioramento delle cultivar di kenaf, delle 
tecniche di raccolta, delle attrezzature, del processo del retting al fine di 
massimizzare la resa delle fibre del tiglio del kenaf per renderle sufficienti a garantire 
le forniture domestiche di spago. 
L’interesse per le fibre di Kenaf come coltura è proseguito durante la seconda guerra 
mondiale, ma con solo lieve considerazione per i suoi usi secondaria ed alternativi. 
La conclusione della seconda guerra mondiale ed il maggiore sviluppo dell’industria 
delle fibre sintetiche per le corde e per i sacchi ha reso minore l'interesse per le fibre 
di kenaf e quindi per la sua coltura negli Stati Uniti, sebbene l’interesse all'estero 
continuò. Infatti i paesi in via di sviluppo continuarono nell’uso domestico di kenaf 
come fonte per le corde e soprattutto per la produzione di sacchi (Dempsey 1975). 
Nel 1950 sono state fatte ricerche per valutare più di 500 specie di piante da fibra per 
ottemperare alle ingenti e crescenti esigenze future di fibra negli Stati Uniti; tra esse il 
kenaf fu identificato come un ottima fonte di fibre di cellulosa per una vasta gamma di 
prodotti di carta (Nelson et al., 1962). Si stabilì inoltre che la pasta di kenaf 
richiedeva meno energia e prodotti chimici per la sua lavorazione di quella che 
richiedeva il legno ricavato dalle colture standard (Nelson et al., 1962; Wilson et al., 
1965). 
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Attualmente, molti Paesi prestano maggiore attenzione alla ricerca ed alla 
coltivazione di kenaf a causa della sua elevata efficienza biologica e della sua  
capacità di adattamento, motivo per il quale il kenaf è stato nominato "il futuro delle 
colture" (Mazumder, 2000; Cheng, 2001).  
I recenti risultati di ricerca e sviluppo hanno ulteriormente messo in evidenza la 
diversità degli usi della pianta di kenaf dimostrando la sua idoneità nei materiali da 
costruzione quali panneli di varie densità, spessore e resistenza per la bio-edilizia, 
segatura adsorbente, fibre tessili, mangimi per l'alimentazione del bestiame e l’uso 
delle bio-fibre per i materiali bio-compositi (Cheng, 2001). 
Tra le tante domande, quella della produzione di carta è sicuramente di enorme 
attenzione e sembra essere la più promettente per il futuro (Clark, 1962; Kano, 
1997). 
Il kenaf è commercialmente coltivato in più di 20 paesi, in particolare In India, in Cina, 
Thailandia e Vietnam (FAO, 2003). Gran parte della ricerca fatta fin ora sul kenaf è 
stata volta alla produzione di gran numero di varietà che avevano come scopo la 
elevata produzione  di fibra e la resistenza a malattie (Dempsey, 1975; Bitzer, 2000). 
Sebbene il kenaf abbia avuto il suo nucleo di origine in Africa, la sua produzione in 
Africa oggi è molto bassa. Infatti nel 2002, la produzione totale dell’Africa è stata di 
appena 2,9% della produzione mondiale (FAO, 2003).  
 
1.1.3 VARIETÀ, GERMOPLASMA E CULTIVAR 
Le risorse genetiche svolgono un ruolo molto importante nella riproduzione di varietà 
superiori di kenaf (Su et al., 2004). La collezione di risorse genetiche ha 
rappresentato per anni la base per la ricerca ed il miglioramento genetico della 
specie. Edmonds (1991) ha riferito che nelle varietà selvatiche di kenaf ci sono ottimi 
geni di resistenza alle malattie, geni per la qualità della fibra,  per la resistenza alla 
siccità, ecc, che possono essere trasferiti nelle cultivar commerciali di kenaf per il 
miglioramento delle stesse.  
La maggior parte dei governi si è concentrata sulla raccolta del germoplasma di 
kenaf, e ha presentato strategie di sviluppo sostenibile e di utilizzazione della 
diversità genetica. La Cina oggi è la nazione con la più ampia varietà genetica di 
piante di kenaf, essa ha infatti una banca di germoplasma di 1800 specie di kenaf, il  
69% delle quali proviene da 31 Paesi (Su et al. , 2004).  
Sebbene il kenaf sia una brevidiurna, le diverse cultivar differiscono per la loro 
sensibilità e la risposta alla lunghezza al giorno (Charles, 2002). Le cultivar oggi in 
commercio possono essere divise in tre gruppi a seconda del tipo di maturazione: 
precoci, medie e tardive. 
• Precoci: include le cultivar russe e coreane. Questo gruppo di cultivar è stato 
prodotto per la crescita a latitudini superiori a 37° che maturano in 70-100 
giorni. Rispetto ad altri gruppi, queste cultivar hanno la produzione di semi più 
elevata, la minor altezza della pianta e la più bassa resa di fibra. Se queste 
cultivar sono coltivate a latitudini ancora più basse, esse fioriscono in tempi 
ancora minori e producono anche rese più basse di fibra.  
• Cultivar a maturazione media: sono cultivar fotosensibili e la loro fioritura 
avviare quando la lunghezza del giorno scende sotto le 12,5 ore. Ideali per la 
produzione tra latitudini comprese tra 10° e 27°, la maggior parte delle cultivar 
degli USA e dell’India come "Cuba108", "Everglades 41", "71 Everglades" 
appartengono a questo gruppo (Scott, 1982). Hanno bisogno di 100-120 giorni 
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di tempo per fiorire e la loro altezza varia da 2,5 a 3,5 m e producono fibra  da 
1 a 4 tonnellate per ettaro. 
• Cultivar tardive: queste sono cultivar non fotosensibili e per la maturazione 
richiedono 140 o più giorni di tempo. Esse crescono a latitudini comprese tra 
10° N e 10°S. A causa del loro lungo periodo vegetativo, queste cultivar sono 
quelle con la più alta resa e qualità di fibra. La maggior parte di queste cultivar 
originano da incrocio di altre cultivar.  
 
 
1.1.4 IMPORTANZA, PRODUZIONE ED USI DEL KENAF  
Kenaf e Juta (Corchorus capsularis e Corchorus olitorius L),  sono le importanti 
colture da fibra dopo il cotone. Il  kenaf  è coltivato in più di 20 Paesi del mondo 
(FAO, 1998) ed il novanta per cento della superficie seminata a kenaf, ed oltre il 95% 
della produzione totale, è in Cina, India e Thailandia (FAO, 2003).  
Il kenaf oggi è anche una coltura commerciale della Russia, del Vietnam, del 
Mozambico, dell'Iran, di Taiwan, di El Salvador, del Guatemala, della Costa d'Avorio 
e della Nigeria  (Dempsey, 1975).  
Nel 1985, la produzione mondiale di kenaf ha raggiunto la quantità più elevata di tutti 
i tempi, 2,8 milioni di tonnellate. Dopo questo massimo storico, la produzione di kenaf 
ha mostrato una tendenza alla diminuzione. Ora la sua produzione è stabile intorno a 
circa 0,4 milioni di tonnellate (Liu, 2003).  
Possiamo dividere gli usi del kenaf in due gruppi: usi tradizionali e usi moderni. Gli 
usi tradizionali del kenaf, come è stato già detto, sono due: produzione di corde e 
spaghi per uso domestico e uso nell’alimentazione.  
• Produzione di corde, spaghi e sacchi: il kenaf è stata utilizzato principalmente 
per produrre spago, corde, tele e sacchi a causa della sua resistenza alla 
muffa. Oggi, uno dei principali  usi del kenaf è quello di rendere una gamma di 
prodotti di carta e cartone come un sostituto per il legno. A causa di problemi 
ambientali (produzione di fibre artificiali, tempo lunghi, inquinamento ecc..), e 
un aumento dei consumi di carta, questa domanda fibra del kenaf ha attratto 
enorme attenzione nel mondo (Bert, 2002).  
• uso alimentare: le foglie secche di kenaf hanno il 30% di proteine grezze e 
sono state mangiate dagli uomini come vegetali in alcuni paesi africani e 
asiatici per anni. Inoltre il kenaf è stato anche usato per l'alimentazione del 
bestiame (Zhang, 2003).  
Per quanto concerne gli usi moderni del kenaf essi possono essere suddivisi in vari 
ambiti che sono i seguenti:  
• Medicina: un polisaccaride è stato estratto e caratterizzato dai semi di kenaf 
da ricercatori giapponesi esso mescolato con cibo e somministrato a topi, ha 
ridotto significativamente il colesterolo di questi ultimi. Ulteriori ricerche per la 
sperimentazione sugli uomini sono state fatte recentemente in Giappone 
(Cheng, 2001).  
• Additivo alimentare: Hosomi (2000) aggiungendo polvere di foglie essiccate di 
kenaf in nove tipi di alimenti ha riscontrato un significativo aumento di calcio e 
di fibra in essi senza alterarne il sapore mostrando così che il kenaf è un 
ideale additivo alimentare e le sue foglie possono anche essere utilizzati nella 
preparazione di tè. 
• Substrato per la coltivazione di funghi: l’utilizzazione della polvere di kenapulo 
come substrato per  la produzione di funghi insieme al legno ha mostrato una 
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produzione doppia rispetto all’utilizzo del solo legno. Un uso tale della polvere 
del kenapulo viene fatto nelle coltivazioni di funghi in Giappone ed in Cina 
(Cheng, 2001). Substrati fatti di polvere sono ottimi sostituti della torba di 
muschio (Liu, 2003).  
• Assorbente di oli industriali: la polvere di kenapulo del kenaf  ha un forte 
potere assorbente e può essere usata per ripulire le fuoriuscite di petrolio e di 
altre sostanze chimiche. Per la sua bassa densità, una volta che l'olio è stato 
assorbito, il prodotto galleggia sulla superficie, il che ne rende più facile la 
raccolta. La polvere di kenapulo inoltre non è né tossica, né abrasiva  ed è più 
efficace rispetto agli assorbenti classici come argilla e silice (Sameshima, 
2000).  
• Materiali bio-compositi: i materiali bio-compositi sono costituiti da fibre vegetali 
mescolate ad altri composti (plastiche, metalli, polimeri, etc.) per dare origine 
a prodotti di larghissimo impiego in molti settori industriali quali la bioedilizia 
(Fig. 1.9), l’industri aerospaziale e dell’hi tech (Fig. 1.10), l’industria 
automobilistica (Fig. 1.11) e per la produzione di tessuto non tessuto (Fig. 
1.12). Negli ultimi anni l’utilizzo di questi materiali è cresciuto in maniera 
significativa grazie anche a diverse direttive  dell’UE che vanno nella direzione 
del riciclaggio dei materiali e della ecocompatibilità. La fibra di kenaf naturale 
è molto leggera e quindi facile da utilizzare come parte biologica in questi bio-
materiali. Essi potrebbero sostituire totalmente nel futuro prossimo il vetro 
rinforzato e le materie plastiche. I pannelli fatti con fibra di kenaf possiedono 
caratteristiche di resistenza meccanica superiore a quella del vetro e di molte 
materie plastiche. Allo stesso tempo, essi sono meno costosi e 
completamente riciclabili, in molti casi (Kano, 1997) essi possono essere 
utilizzati nel settore automobilistico, nella bioedilizia, e nel pakaging 
dell’Industria alimentare (Zhang, 2003).  
• Pulizia di ambienti:  il kenaf è in grado di assorbire le emissioni di CO2 e NO2 
3-5 volte più velocemente di foreste, e le sue radici profonde sono in grado di 
migliorare il terreno (Lam, 2000). In alcune città giapponesi il kenaf è stato 
piantato dal governo per migliorare la qualità dell'aria.  
• Lettiere per animali: lettiere di Kenaf assorbono di più delle tradizionali fatte da 
legno, segatura o carta triturata e costano meno (Li, 2002) (Fig. 1.13).  
• Produzione di carta: a causa del rapido aumento del consumo di carta, molti 
paesi mostrano un grande interesse per la ricerca e lo sviluppo del kenaf 
come materiale alternativo nell’industria della carta. La FAO ha dichiarato che 
tra il 1950 e il 1988, la domanda di carta nel mondo è cresciuta a un tasso 
medio annuo del 4,7%. Si calcola che la domanda di carta salirà a 620 milioni 
di tonnellate nel 2010 (Liu, 2003). Molti aziende che producono carta dalla 
polpa di kenaf sono oggi una realtà in molti paesi come gli Stati Uniti, la Cina 
ed il Giappone (Liu, 2000). Nel 1994, la produzione mondiale di polpa di carta 
prodotta da materiale non legnoso, compreso il  kenaf, ha raggiunto 12,5 
milioni di tonnellate. Inoltre per la produzione della carta dal kenaf si utilizzano 
meno inquinanti chimici e meno energia nei confronti della produzione 
classica fatta da legno. Tutto ciò perché il processo di retting, è più facilitato 
per il basso contenuto di lignina di questa specie nei confronti della altre. (Liu, 
2003).  
• Abbigliamento e tessuti: nel XXI secolo ci sarà una richiesta enorme di 
prodotti naturali anziché sintetici a causa della attenzione alla tutela 
ambientale e delle leggi che i governi emanano sempre più tenendo conto del 
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riciclaggio e della salvaguardia della salute umana e quindi la domanda delle 
fibre per l'abbigliamento è destinata a salire dagli attuali 60 milioni a 130 
milioni di tonnellate entro il 2050 (Kozlowski, 1996). Il kenaf è una fibra 
naturale alternativa al cotone. I vestiti fatti di fibra di kenaf non sgualciscono 
facilmente ed inoltre le fibre di kenaf  diffondono rapidamente il calore, così 
che essi danno un confort  maggiore rispetto a quelli di cotone (Cheng, 2001). 
 
 
1.1.5 QUALITÀ DELLE FIBRE  
 
Le fibre naturali di kenaf si presentano come fasci lignocellulosici.  Le dimensioni 
delle fibra dipendono dal numero di cellule in ogni “fascio”. Le singole fibre di kenaf 
hanno una lunghezza di circa1-7 mm e un diametro di 10-30µm. La lunghezza delle 
fibre di kenaf è minore alla base della pianta ed è più elevata all’apice. L'aumento 
della lunghezza dal basso verso l'alto è stato riscontrato non essere graduale (Rowell 
e Han, 1999).  
La resa di fibra di kenaf è variabile tra 1-2 tonnellate per ettaro ma può raggiungere 
anche 3-3,5 tonnellate per ettaro in condizioni ideali. 
Ramaswamy e Boyd (1994), hanno identificato le seguenti caratteristiche come 
criteri per determinare la qualità della fibra di kenaf:  
1) lunghezza  
2) resistenza dei fasci alla rottura  
3) elasticità (resistenza alla stiratura)  
4) Colore 
5) Contenuto di gomme  
 
Nelle piante di kenaf coltivate sono molti i fattori che influenzano la qualità delle fibre 
i principali sono la cultivar, le condizioni ambientali, il periodo di raccolta ed il 
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1.2 LA PARETE CELLULARE DELLE PIANTE. 
 
1.2.1 I POLIMERI DELLA PARETE CELLULARE E GLI ENZIMI COINVOLTI 
NELLA LORO BIOSINTESI 
 
La parete cellulare dei vegetali è la più grande fonte di biomassa sulla Terra  ed è di 
grande importanza per la nutrizione sia umana che animale oltre ad essere la fonte 
primaria di fibre per differenti usi. Per queste ragioni gli studi bella biosintesi della 
parete cellulare nei vegetali sono stati sempre considerati sia ricerca di base, per 
l’importanza della comprensione di meccanismi biochimici e fisiologici, sia ricerca 
applicata visto il largo uso industriale dei materiali che compongo la parete.  
Fin dall’inizio degli studi sulla biosintesi della parete cellulare delle piante arboree e 
non fu chiaro che le modificazioni delle pareti cellulari delle cellule delle piante 
giocano un ruolo essenziale durante la crescita e lo sviluppo della pianta (Carpita et 
al., 1993). La parete cellulare delle piante superiori si può dividere in parete primaria 
e parete secondaria. La parete cellulare primaria consta di una serie di polisaccaridi 
quali cellulosa, emicellulosa e pectine. La parete primaria delle dicotiledoni consta di 
una  rete di macromolecole di cellulosa incorporate in una matrice di polisaccaridi 
complessi,  dei quali xiloglucani e pectine sono i più abbondanti (Carpita e Gibeaut, 
1993; McCann e Roberts, 1994).  
La parete secondaria mostra sempre una struttura stratificata in cui sono visibili tre 
strati S1,S2 e S3. Lo strato S1 è a contatto con la parete primaria, quello S2 è al 
centro ed è di solito lo strato più ispessito mentre S3 è quello più interno, e molto più 
piccolo degli altri, che delimita il lume cellulare e può mancare nelle angiosperme. 
Le Pareti delle monocotiledoni, compresi il frumento e l’orzo, sono organizzate allo 
stesso modo, anche se i glucuronoarabinoxilani e gli (1,3; 1,4) β.-glucani 
predominano nella matrice di queste specie, mentre i livelli di pectine di xiloglucani 
sono relativamente più bassi (Smith e Harris, 1999, Farrokhi et. al.,  2006)  
Le ultime due classi di polisaccaridi sono sintetizzate nelle cisterne del Golgi mentre 
la cellulosa è sintetizzata sulla membrana plasmatica (Farrokhi et. al., 2006). La 
parete secondaria viene depositata dopo la formazione della parete primaria e quindi  
dopo la crescita della cellula conferendo a questa stabilità meccanica. Nella parete 
secondaria delle cellule di tutte le tracheofite oltre ad essere presenti cellulosa ed 
emicellulosa, è presente la lignina.   
Nella biosintesi della parete cellulare delle piante sono coinvolti parecchi enzimi 
quasi tutti facenti parte della categoria delle glicosil-transferasi (GT), un enorme 
gruppo di enzimi che possono a loro volta essere suddivisi, in base alle omologie di 
sequenza, in  70 famiglie. 
Due grandi classi di GT possono essere distinte nella biosintesi della parete cellulare 
delle piante. La prima è quella dei polisaccaridi-sintetasi che include gli enzimi che 
catalizzano l’incorporazione di residui glicosidici, originariamente legati ad un 
nucleotide , in macromolecole che costituiscono i principali componenti della parete 
cellulare (Perrin et al., 2001, Bonetta et al., 2002). Questi enzimi sono tutte proteine 
con domini multipli transmembrana coinvolte nella biosintesi di omopolisaccaridi 
come la cellulosa (Richmond e Sommerville 2000) e alcune coinvolte anche nella 
biosintesi di alcuni eteropolisaccaridi come xiloglucani, arabinoxilani e glocomannani 
(Perrin 2001). Gli enzimi di questa prima classe sono codificati da geni appartenenti 
a due famiglie geniche denominate CeSA e CsL (vedi dopo). 
La seconda classe di GT e denominata GlyT, i cui componenti sono proteine che 
possiedono un unico dominio transmembrana che attraversa la membrana e si 
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ancora ad essa, un breve dominio N-terminale citosolico ed una lunga catena che 
termina con un dominio C-terminale globulare catalitico dentro il lume del Golgi 
(Sterling et al., 2001, Gibeaut 2000, Farrokhi et. al., 2006). Questi enzimi sono 
coinvolti per lo più per la sintesi delle pectine e degli xiloglucani. 
 
 
1.2.2 LA BIOSINTESI DELLA CELLULOSA  
 
La cellulosa è un polimero lineare del glucosio tenuto assieme da legami β1-4 tra i 
residui con un grado di polimerizzazione che può variare dai 6000 nella parete 
primaria ai 14000 residui nella parete secondaria. Le catene polimeriche sono legate 
a formare microfibrille di circa 3 nm di diametro nella parete primaria e 5-10 nm nella 
secondaria (Jarvis 2003, Brown 1996); ogni microfibrilla consta di 36 catene 
polisaccaridiche (fig. 1.14) che sono legate da legami a idrogeno sia intra che 
intermolecolari e da forze di Van der Walls (French et al., 1999, French et al., 1993).  
Ogni anno vengono prodotte sulla terra circa 180 bilioni di tonnellate di cellulosa, per 
questo è il polimero più abbondante sul pianeta (Englehardt 1995).  
I primi studi fatti sulla biosintesi della cellulosa negli anni 80 furono eseguiti sul 
batterio A xylinum che tra i batteri è quello che produce la maggior quantità di 
cellulosa (Delmer 1999) e quindi fu preso in considerazione come organismo 
modello. Da esso fu clonato il primo gene responsabile della biosintesi della cellulosa 
al quale fu dato il nome di CeSA cioè Cellulosa Sintetasi A dove la A stava come 
iniziale di A. xylinum. Da allora tutti i geni della biosintesi della cellulosa isolati in altri 
organismi siano essi batteri, alghe o piante che avevano omologia con la subunità 
catalitica del gene isolato in A. xylinum  presero questa nonmeclatura (Delmer 1999). 
Nelle diverse piante superiori sono stati trovati diversi geni CeSA che codificano 
ognuno per una isoforma enzimatica che catalizza la formazione della cellulosa a 
partire da UDP-glugosio. Già nel 1996 Pear (Pear et al 1996) aveva identificato 2 
isoforme dell’enzima CeSA in cotone e ne aveva clonato i geni. Negli stessi anni 
Delmer trovò un gruppo di ben 36 geni CeSA in A. thaliana, poi furono trovati 12 geni 
CeSA in mais e 7 in pioppo (Holland et al., 2000), e si notò che tutte le proteine da 
essi codificate possedevano dai tre ai sei domini trasnmembrana nella regione C-
terminale e uno o due 2 domini transmembrana nella regione N-terminale (Delmer 
1999). Questo rese chiaro che le proteine codificate dai geni CeSA erano proteine 
transmembrana, appartenenti alla prima classe delle GT,  e che l’insieme dei geni 
CeSA formava una famiglia genica che per l’elevata quantità di componenti (geni) 
venne nominata super famiglia. 
Le subunità catalitiche della cellulosa sintetasi, infatti, sono codificate nelle piante da 
i membri di una famiglia multigenica i cui membri codificano tutti per proteine 
transmembrana che sono simili alla proteina cellulosa sintase del batterio A. xylinum 
(Wong et al., 1990) e alla proteina celA di A. tumefaciens (Matthysse et. al., 1995). 
Studi espressione hanno poi dimostrato che diversi geni CeSA sono espressi in 
tessuti differenti o in momenti differenti della crescita della pianta e della formazione 
della parete cellulare (Arioli et al., 1998, Burn et al.,  2002). 
Fu anche chiaro che il motivo amminoacidico D,D,D, QXXRW, presente anche nelle 
isoforme proteiche batteriche, era altamente conservato sia in pianta che in alghe 
anche se nelle diverse piante vi erano delle inserzioni di sequenze specie-specifiche 
che separano questi domini (Pear et al., 1996).   
Studi al microscopio elettronico mostrarono che la sintesi della cellulosa avviene in 
complesse strutture proteiche transmembrana che per la loro forma furono chiamate 
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“rosette” (fig.1.15). Esse consistono di sei unità pressoché esagonali che si trovano 
sulla membrana plasmatica (Williamson et al., 2001). Ogni unità che forma la rosetta 
è a sua volta formata da sei catene polipeptidiche di β-D1-4-glicosil-sitetasi (CESA) 
(GT della prima classe), ognuna delle quali sintetizza una macromolecola di β-D1-4-
glugosio a partire da molecole di UDP-glugosio (Scheible et al., 2001, Perrin 2001). 
In questo scenario è facile comprendere che 36 macromolecole di βD1-4 glugosio 
vengono prodotte contemporaneamente da ogni rosetta ed emergono nell’apoplasto 
dove vengono assemblate in microfibrille di cellulosa (Fig. 1.16).  
Con l’ausilio dei software informatici e con l’avvento delle banche dati proteiche è 
stato possibile ipotizzare la struttura tridimensionale delle catene polipeptidiche 
codificate dai geni CeSA. E’ opinione corrente oggi che gli otto domini 
transmembrana delle proteine CESA, sei al C-terminale e 2 al N-terminale, si 
dispongano per formare un canale centrale attraverso il quale viene secreta la 
molecola di cellulosa (Fig. 1.17). Questa ipotesi conformazionale è avvalorata dal 
fatto che una proteina che ha sequenza parzialmente omologa a quelle delle proteine 
CESA è un ATPasi di membrana, dipendente da ioni calcio, (Chadwick et al., 1987) 
ed ha una conformazione simile. Le due proteine potrebbero provenire dallo stesso 
progenitore ancestrale.    
Le porzioni N-terminali citosoliche delle proteine CESA mostrano avere un dominio 
simile ad un dominio proteico trovato negli animali che assolve alla funzione di 
interazione proteina-proteina (Sanchez-Garcia et. al., 1994).  
Una proteina di membrana candidata all’interazione con le proteine CESA  fu trovata 
e le fu dato il nome di SuSy (E.C. 2.4.1.13 saccarosio sintetasi) che catalizza la 
reazione che porta alla formazione del UDP-glugosio a partire dal saccarosio e 
dall’UDP (amor et. al., 1995). Fu subito ipotizzato che SuSy poteva interagire con le 
proteine CeSA fornendo loro l’UDP-glugosio (Robinson 1996).  
Altri studi mostrarono che le proteine CESA nelle piante superiori non riescono a 
sintetizzare la cellulosa in assenza di altre proteine. Analisi di mutanti di A. thaliana 
mostrarono che alcuni di essi, mutanti per un gene che codifica un end-1-4-β-D-
glucanasi, anche se in possesso di tutti i geni CeSA non riuscivano sintetizzare la 
normale cellulosa e producevano in compenso un aumento di pectine nella parete 
cellulare (Sato et al., 2001). Questi mutanti furono nominati KOR e su essi altri studi 
dimostrarono che la proteina KOR era implicata nella terminazione della catena della 
cellulosa o nella degradazione di catene non ben incorporate nelle microfibrille di 
cellulosa (Mølhøj et al., 2001). 
Dall’insieme degli studi citati, il corrente modello della biosintesi della cellulosa 
prevede quindi tre fasi: nella prima fase, la proteina SuSy, associata alla membrana 
plasmatica, a partire dal saccarosio e dall’UDP sintetizza l’UDP-glugosio e lo 
consegna al macchinario biosintetico formato dalle proteine CESA. Nella seconda 
fase le proteine CESA assemblate in rosetta polimerizzano i monomeri di glucosio in 
catene di cellulosa liberando UDP che è pronto per essere riutilizzato da SuSy. 
Nell’ultima fase una proteina di membrana KOR agisce come un controllo delle 
catene di cellulosa favorendone l’accorpamento in microfibrille e tagliando le catene 
difettose (Delmer & Haigler, 2002; Mølhøj et al., 2001) (Fig. 1. 18). In questo modo , 
l’ interazione delle proteine CeSA,  SUSY e KOR disciplinano la biosintesi della 
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1.2.3 LA BIOSINTESI DELLA LIGNINA 
 
Con il termine lignina si indica uno dei principali tipi di polimeri fenolici che, 
nonostante il nome, si ritrova come costituente più o meno abbondante delle pareti 
cellulari di tutte le piante vascolari, comprese la specie erbacee.  
La lignina è il secondo componente della parete cellulare dopo la cellulosa per 
abbondanza e si pensa sia anche il secondo polimero terrestre per abbondanza 
contenendo in esso circa il 30% del carbonio presente nella biosfera. La lignina è 
presente nelle pareti cellulari in stretta associazione con la matrice cellulosica e con 
gli -OH fenolici legati covalentemente o tramite legami idrogeno ai carboidrati della 
parete.  
Essa contribuisce alla forza compressiva della parete cellulare formando una fitta 
rete attraverso la matrice che lega fortemente le microfibrille cellulosiche. Questo 
processo è stato considerato un fattore decisivo nell'adattamento delle piante 
all'habitat terrestre, in quanto solo la lignificazione delle pareti rende possibile la 
formazione di strutture rigide di sostegno in piante legnose ed alberi nonché la 
formazione di tessuti conduttori per il trasporto di acqua e di altri nutrienti. Infine, va 
ricordato il ruolo della lignina nella protezione della parete dall'attacco di agenti fisici, 
chimici e biologici. (Goujon et al., 2003) 
La lignina si forma dalla polimerizzazione di tre alcool idrocinnamilici, detti anche 
monolignoli, che sono il p-cumarilico, il coniferilico ed il sinapilico. I monolignoli 
differiscono strutturalmente uno dall’altro per la presenza di uno, due o nessun 
gruppo metilico (Grima-Pettenati et al., 1999).  
La lignificazione è il processo di polimerizzazione dei tre monolignoli, ad opera di 
laccasi e perossidasi, e produce rispettivamente i residui idrossifenilici (H), guacilici 
(G), e siringilici (S) che sono le unità (monomeri) che si trovano nella lignina. I 
monomeri della lignina sono legati tra loro da differenti tipi di legame (Hatfield et al., 
2001). In figura 1.19 è riportata la struttura proposta da Nimz nel 1974 per la lignina 
di faggio sulla base di dati analitici, esperimenti modello e ricerche di natura sia 
biosintetica che degradativa. 
I contenuti di lignina e la composizione della stessa variano tra le diverse specie, tra i 
diversi tessuti della stessa pianta e tra i tipi di cellule (Donaldson 2001). Sebbene 
esistono le dovute eccezioni, la lignina delle angiosperme dicotiledoni è fatta per lo 
più di subunità G ed S e tracce della subunità H mentre quella delle monocotiledoni 
oltre ad avere alti livelli di G ed S, simili tra loro, ha anche più residui H delle 
dicotiledoni, infine le gimnospreme hanno invece una lignina guaiacilica, fatta cioè 
per lo più da G e da bassi livelli di H (Baucher et al., 1998). Sta diventando sempre 
più chiaro il fatto che le lignine derivano da più monomeri di quelli riconducibili alla 
polimerizzazione dei tre monolignoli principali, infatti in alcune piante sono state 
osservate lignine al cui interno vi erano monomeri diversi dai soliti (Ralph et al., 
2001). Si osservò in seguito che tali lignine erano prodotte anche da piante nelle 
quali alcuni geni della biosintesi dei monolignoli erano sottoespressi o addirittura 
spenti (Ralph et al., 2001). 
La biosintesi della lignina, teoricamente, si può suddividere in tre diverse fasi: la 
biosintesi dei monolignoli, il trasporto dei monomeri nella parete cellulare ed il 
processo di polimerizzazione.  
La biosintesi dei monolignoli parte dalla deaminazione della fenilalanina, un 
amminoacido, e coinvolge successive idrossilazioni dell’anello aromatico seguite da 
riduzioni e conversioni della catena carbossilica in gruppi alcolici.  In una prima parte, 
comune anche al metabolismo di altri fenil propanoidi, si va dalla fenilalanina agli 
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acidi idrossicinnamici grazie alle azioni degli enzimi fenilalaninliasi (PAL; 
E.C.4.3.1.5), Cinnamato-4-idrossilasi (C4H; E.C.1.14.13.1) e 4-cumarato-CoA-ligasi 
(4CL; E.C.6.2.1.12). La seconda parte invece più strettamente propria della biosintesi 
dei monolignoli parte dagli esteri degli acidi per trasformarli prima in aldeidi e poi in 
acidi (Fig. 1.20) coinvolgendo due enzimi, la Cinnamil-CoA-riduttasi (CCR; 
E.C.1.2.1.44) e la coniferil-alcool-deidrogenasi (CAD; E.C.1.1.1.195) NAD+ 
dipendente. 
I tre monolignoli così formatisi nel citoplasma vengono trasformati nei rispettivi 
glucosidi (pcumaril-b-glucoside, coniferina e siringina), in cui una molecola di 
glucosio si lega con un ponte etereo all’-OH fenolico.  
I derivati glucosidici dei monolignoli sono considerati la forma di trasporto delle unità 
monomeriche attraverso le membrane cellulari fino alla parete (Steeves et al., 2001, 
Samuels et al., 2002), il sito della lignificazione (polimerizzazione). 
Nel processo di polimerizzazione (lignificazione) possono essere coinvolti due enzimi 
ossidasici: la laccasi e la perossidasi. La laccasi è una fenolossidasi, contenente 
rame, che catalizza la reazione in cui si produce un radicale, mentre il Cu+ del 
gruppo prostetico viene riossidato da ossigeno molecolare. Le perossidasi, 
localizzate all’interno della parete oppure legate alla parete con legami covalenti, 
producono anch’esse radicali polimerici ma necessitano di H2O2 per farlo (O nnerud 
et al., 2002 Boerjan et al., 2003). 
La deposizione della lignina è lo stadio finale del differenziamento delle cellule dello 
xilema e principalmente avviene durante la formazione della parete cellulare 
secondaria (Donaldson 2001).  
La deposizione della lignina procede in diverse fasi, ciascuna preceduta dalla 
deposizione di carboidrati, e inizia negli angoli dei confini tra le cellule dopo la 
formazione della parete primaria, quando è cominciata la formazione dello strato S1. 
Quando la formazione della matrice polisaccaridica dello strato S2 è stata 
completata, la lignificazione procede attraverso questo strato della parete. Una parte 
di lignina è anche depositata dopo che la cellulosa e l’emicellulosa sono state 
depositati nello strato S3. Generalmente, la concentrazione della lignina è superiore 
nella lamella mediana e nella parete primaria rispetto allo strato S2 della parete 
secondaria (Samuels et al., 2002).  
La natura chimica della matrice di carboidrati e la disposizione delle microfibrille di 
cellulosa influenzano la deposizione della lignina (Roussel et al., 1995). 
Microradiografie hanno dimostrato che i tre monolignoli sono depositati in momenti 
diversi: le unità H vengono depositate per prima poi quelle G ed infine le S 
(Terashima et al., 1993). 
 La lignina può essere sintetizzata anche in risposta a diversi fattori ambientali come 
gli stress meccanici e gli attacchi dei patogeni (Vance et al., 1980, Boerjan et al.,. 
2003). Nelle specie arboree il contenuto di lignina varia tra il 15 ed il 36% del peso 
secco del legno, questo contenuto è molto diverso da specie a specie 
Considerando la grandezza dell’industria della carta si capisce che è di enorme 
interesse la modificazione genetica della biosintesi della lignina nelle specie arboree 
usate in questa filiera, infatti il grado di lignificazione nelle piante è uno dei maggiori 
ostacoli alla produzione della carta. La lignina Inoltre crea anche problemi di 
digeribilità nei mangimi per gli animali, infatti essa diminuisce il valore nutrizionale del 
foraggio usato per l’alimentazione del bestiame (Jung et al., 1993). Parecchi studi 
sono stati fatti, negli ultimi anni, per cercare di modificare la lignina delle piante usate 
per il foraggio dei ruminanti al fine di aumentarne la digeribilità e 
contemporaneamente aumentare l’efficienza del processo di produzione della carta 
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(Guo et al., 2001, Pilat et al., 2002). Lignine con alti livelli di S sono più facilmente 
estraibili nel processo di produzione della carta (Chiang et al., 1998) 
D’altra parte però gli alti contenuti di lignina nel legno contribuiscono ad aumentare il 
valore calorico del legno ed è quindi desiderabile avere alti contenuti di lignina per i 
legni usati come fonti di energia (Baucher et al., 1998). 
Per quanto concerne, infine, la degradazione della lignina, esiste un ampio range di 
microrganismi capaci di degradare, parzialmente o completamente, questo polimero: 
da alcuni funghi del legno fino ad alcuni batteri ed attinomiceti, meno efficaci, però, 
dei funghi. Circa i meccanismi coinvolti nei processi degradativi, si ritiene che laccasi 
e le perossidasi (ligninasi o perossidasi della lignina), prodotte dal microrganismo, 
svolgano un ruolo molto importante in questo processo, anche se queste ipotesi non 
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1.3 SCOPO DELLA TESI 
 
Nella pianta di kenaf normalmente il rapporto tra il tiglio ed il kenapulo in base al 
peso secco è generalmente di 1:3 ma un rapporto più favorevole al primo sarebbe 
più confacente alle necessità industriali. 
La variazione del rapporto quantitativo tra questi composti e l’esistenza di legami 
chimici resi più o meno forti dalla presenza di altri composti, modifica alcune 
caratteristiche delle fibre quali densità e filabilità, influendo sulle caratteristiche 
reologiche del prodotto finale. 
Le fibre di kenaf presentano una resa industriale e caratteristiche fisico-meccaniche 
di servizio ed utilizzabilità equivalenti alla materia prima ottenuta dal pioppo ma, per 
poter essere usate nella produzione dei bio-compositi, le fibre devono possedere 
delle specifiche proprietà tra cui possiamo citare consistenza fisica, morbidezza, 
sottigliezza, malleabilità (Zhou et al., 2004; Nishimura et al., 2002; Morrison et al., 
1999). 
Negli ultimi anni, le molte ricerche attuate in campo agronomico sul kenaf per 
identificare le caratteristiche pedo-climatiche migliori per ciascun genotipo al fine di 
ottenere una fibra adatta alle esigenze industriali hanno condotto solo parzialmente 
ai risultati voluti. In generale, gli approcci agronomici non permettono di ottenere 
delle variazioni quanti-qualitative significative senza una parallela modifica del 
background genetico della pianta. A tale proposito, le conoscenze ottenute dallo 
studio della fisiologia e della genetica delle vie biosintetiche che portano alla 
formazione della lignina e della cellulosa possono essere utilizzate in campo 
biotecnologico per l’ottenimento di un prodotto con caratteristiche molto vicine a 
quelle richieste.  
Le moderne tecniche di biotecnologia vegetale hanno dimostrato che variazioni 
nell’espressione dei geni della biosintesi della lignina e della cellulosa interferiscono 
con la qualità ed anche con la quantità dei due polimeri prodotti dalla pianta. Un 
esempio è il caso di piante di tabacco con una sottoregolazione del gene ccr, le quali 
mostravano una riduzione della lignina (Pincon et al., 2001). Lo scopo della nostra 
ricerca è stato quello di identificare sequenze di geni coinvolti nella biosintesi della 
lignina e della cellulosa nello stelo della pianta di kenaf per successive modificazioni 
strutturali e fisiche delle fibre e di valutarne l’espressione temporale. Un altro 
obiettivo del progetto è quello di mettere a punto metodi sperimentali di 
differenziamento e trasformazione genetica di kenaf al fine di modificare 
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2. MATERIALI E METODI 
 
2.1 SUBSTRATI DI COLTURA 
 
Per la preparazione di tutti i substrati è stata utilizzata acqua demineralizzata con 
deionizzatore Millipore ad osmosi inversa fino alla conducibilità elettrica di 18,2 
Mohm x cm-1. La reazione finale dei vari substrati è stata portata a pH 5,8 con 
l’aggiunta di HCl 0,1N o KOH 0,1N. La sterilizzazione è stata condotta in autoclave 
ad una temperatura di 120°C ed alla pressione di 0,12 Mpa per 20 minuti. Tutte le 
operazioni in sterilità sono state eseguite sotto cappa a flusso laminare orizzontale 
per quanto concerne le piante e verticale per la manipolazione dei batteri, il cui 
interno è stato reso sterile prima dell’uso per azione di una lampada germicida a 
raggi UV tenuta accesa per almeno 20 minuti ed il cui piano di lavoro era stato 
preventivamente trattato con una soluzione di alcool etilico denaturato al 75%. Per la 
micropropagazione in vitro è stato utilizzato il substrato MS, basato sulla 
formulazione di Murashige e Skoog (1962) sia per i macroelementi ed i 
microelementi che per il complesso vitaminico, con l’aggiunta di saccarosio 30 gl-1 e 
Microagar (Duchefa) 8 gl-1 quale gelificante.  
Tutti i composti termolabili da addizionare ai substrati di crescita sono stati 
previamente filtrosterilizzati con filtri di nitrocellulosa con porosità 0,2 µm (Millipore) e 
poi aggiunti ai mezzi di coltura autoclavati quando questi hanno raggiunto la 
temperatura di 40°C circa. 
Per quanto concerne i terreni di coltura per cellule batteriche, è stato usato il brodo di 
Luria (LB) per la crescita di Escherichia coli fatto con 1% Triptone, 0,5% estratto di 
lievito e 1% NaCl, portato a valore di pH 7,2, aggiungendo poche gocce di NaOH 
10M. Per lo stesso terreno solido, si addiziona Bactoagar (Difco) all’1,5%.  Il 
substrato YEP contenente bactriptone all’1%, estratto di lievito all’1% e NaCl allo 
0,5% con pH 7.5. 
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2.2 CLONAGGIO DI SEQUENZE DI GENI DELLE BIOSINTESI 
DELLA CELLULOSA E DELLE LIGNINA 
  
2.2.1 MATERIALE VEGETALE 
 
Semi di piante di kenaf della cultivar Dowling sono stati fatti germinare in terreno 
sterile. Le piante sono state allevate in camera di crescita ad una temperatura 
giornaliera di 24°C e notturna di 20°C. Le piante sono state irrigate 2 volte a 
settimana con volumi costanti di acqua.  
I tessuti  fogliari  delle piante, allevate come sopra riportato, sono stati usati come  
fonte di DNA,  mentre dal tiglio e dal kenapulo, separati manualmente l’uno dall’altro, 
è stato estratto l’RNA per i nostri esperimenti di espressione genica. 
 
 
2.2.2 ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO  
 
L’estrazione del DNA genomico è stata effettuata secondo il protocollo di Doyle e 
Doyle (1990) al quale sono state apportate alcune modifiche. 
La  polvere  ottenuta  è  stata  inserita  in  tubo  da  centrifuga  sterile  da  50 ml, per  
un  totale  di  5g. Al  tessuto  triturato  sono  stati  aggiunti  20 ml  di  tampone  di  
estrazione  EBMA ( Tris – HCl  pH  8,00,  100 mM; EDTA  50 mM; NaOH  8,3 mM; 
SDS  1,25%; NaCl  500 mM  e  NaHSO3  3,8 mg ml-1 );  il  tutto   è  stato  incubato  a  
65°C  per  30 minuti e poi  miscelato con 14 ml di cloroformio:alcol isoamilico (24:1 
v:v) e centrifugati a 4000 rpm per 10 minuti. A seguito del trasferimento del 
surnatante in una nuova provetta, è stata aggiunta ad esso 10 µl di una soluzione di 
RNasi alla concentrazione di 100 ng µl-1 ed il tutto è stato incubato a 37°c per 30 
minuti per la degradazione dell’RNA.  
In  seguito, alla  soluzione  sono  stati  aggiunti  15 ml  di  una  soluzione  contenente  
cloroformio  ed  alcool  isoaminico  nel rapporto di  24:1; il  tutto  è  stato centrifugato 
alle  condizioni  sopra  descritte  per  10 minuti. 
 Alla fase acquosa surnatante, trasferita in un nuovo tubo sterile, sono stati aggiunti, 
circa 2/3 del volume di  isopropanolo freddo ed il tutto è stato incubato per una notte 
a 4°C. 
Dopo una centrifugazione di 20 minuti a  4000 rpm e a 4°C, il pellet precipitato è 
stato sottoposto a un lavaggio mediante 1 ml di una soluzione di etanolo al 70% per 
due volte, e lasciato asciugare all’aria. Il DNA è stato risospeso in H2O sterile e  
conservato  a  - 20° C . 
 
 
2.2.3 CORSA ELETTROFORETICA E QUANTIZZAZIONE DEL DNA ESTRATTO 
 
Il DNA estratto  è stato visualizzato e quantizzato mediante gel elettroforesi  
Le corse elettroforetiche sono state effettuate su gel di agarosio all’1%.  Per 
preparare i gel è necessario aggiungere il bromuro di etidio nella  quantità  di  
1/20.000   e sciogliere l’agarosio in concentrazione 1% peso/volume in tampone TAE 
(40 mM tris, 25 mM sodioacetato, 0,5 mM EDTA, 0,1% di acido acetico glaciale). 
Il tutto deve essere riscaldato al microonde finché l’agarosio non si è sciolto 
completamente. 
Il bromuro di etidio è un intercalante del DNA che lo rende fluorescente quando 
irradiato da luce U.V. permettendone la visualizzazione sul gel.  
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Ai campioni è stato aggiunto un buffer di caricamento, il 6X Loading Dye Buffer ( Tris 
– HCl pH  7,6  10 mM, Orange G  0,15%, Xilene  Cianolo  0,03%, Glicerolo  60%, 
EDTA 60 mM )  per favorire il depositarsi dei campioni nel fondo dei pozzetti e per 
visualizzare le bande durante la corsa.  
Per la quantizzazione del DNA estratto l’immagine della corsa eelettroforetica , è 
stata acquisita all'analizzatore di immagini Typhoon 9200 (Amersham Biosciences) 
ed analizzata con il programma ImageQuant 5.2. 
 
 
2.2.4 ESTRAZIONE DELL’RNA TOTALE E SINTESI DEI cDNA 
 
L’ RNA è stato estratto, sia dal tiglio che dal kenapulo,  utilizzando il kit di estrazione 
RNeasy Kit (Qiagen). Tutta la procedura di purificazione verte sull’impiego di una 
resina a scambio ionico che è in grado di legare in modo selettivo l’RNA. In questo 
modo vengono isolate le molecole di RNA di lunghezza superiore a 200 paia di basi; 
del momento che la maggior parte degli RNA di lunghezza inferiore a 200 bp sono 
RNA ribosomiali e transfer, ne deriva che grazie a questo kit si ottiene un 
arricchimento di RNA messaggero. 
Le estrazioni sono state fatte sempre a partire da 400 mg di tessuto sia esso tiglio 
che kenapulo prelevato da piante allevate in camere di crescita a temperatura diurna 
di 24°C e notturna di 20°C  e con 14 ore di luce e 10 di buio.  
La purezza dell’RNA totale, è stata controllata allo spettrofotometro.  L’RNA estratto 
è stato usato solo se il rapporto tra le letture allo spettrofotometro a 260 nm ed a 280 
nm era compreso tra 1.8 e 2.0, che denota una minima contaminazione da proteine 
cellulari.  
L'elettroforesi per visualizzare l’RNA estratto è stata condotta su un gel di agarosio 
all’1% sciolto in tampone TBE (0,089M Tris; 0,089M Acido borico; 0,002M EDTA) per 
la preparazione del quale è stata usata acqua con l’aggiunta dello 0,1% di DEPC 
(dietilpirocarbonato). 
5 µg di RNA totale estratto sono stati utilizzati per ottenere cDNA mediante una 
reazione di trascrizione inversa. Per tale reazione è stato usato l’enzima trascrittasi 
inversa della StrataScript® Reverse Tanscriptase (Stratagene, USA) e la reazione è 
stata eseguita in base alle istruzioni fornite dal produttore.  
Il kit StrataScript® Reverse Tanscriptase (Stratagene, USA) è ottimizzato per 
sintetizzare il primo filamento di cDNA partendo da piccole quantità di RNApolyA+ o 
da RNA totale. 
 
 
2.2.5 DISEGNO DEI PRIMER  
 
I primer utilizzati in reazioni di analisi di amplificazione PCR su DNA genomico e in 
analisi di PCR quantitativa su cDNA, sono stati disegnati con un approccio 
bioinformatico. In banche dati di DNA esistono sequenze dei geni clonati da diverse 
specie vegetali. La Banca Dati del National Center for Bioinformaic Information, NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov ), è il più importante esempio di database per gli studi 
computazionali in biologia molecolare. Da tale banca dati sono stati presi i geni della 
biosintesi della cellulosa e della lignina già clonati in altre specie e grazie ad un 
programma gratuito (http://www.es.embnet.org/Services/MolBio/t-coffee/) sono stati 
allineati ed stato possibile trovare le zone altamente omologhe presenti in essi. Su 
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tali zone sono stati disegnati i primer riportati in tabella 3.1 e usati nelle analisi 
molecolari. 
Per quanto riguarda la via biosintetica della lignina l’attenzione è stata rivolta ai 
seguenti 4 geni: cinnamato 4-idrossilasi (c4h), 4-coumarato:CoA-ligasi (4cl) , 
cinnamil-CoA ossidoreduttasi (ccr) e cinnamil-alcool- deidrogenasi (cad) i cui prodotti 
proteici sono enzimi che catalizzano modificazioni del gruppo carbossilico della 
fenilalanina, e molecole da essa derivate, portando alla formazione dei monolignoli, 
componenti monomerici della macromolecola della lignina (Fig.1.20). Per quanto 
concerne, invece, la via biosintetica della cellulosa, ci si è soffermati sullo studio della 
famiglia dei geni CeSA (cellulosa sintasi) i cui membri codificano per proteine 
trasnmembrana capaci di catalizzare reazioni che portano alla formazione catene di 
β1-4 glucosio, a partire da monomeri di UDP-glugosio (Fig1.17).  
 
 
2.2.6 ANALISI DI AMPLIFICAZIONE DI DNA GENOMICO MEDIANTE PCR 
(POLIMERASE CHAIN REACTION) 
 
La tecnica di PCR (Polymerase Chain Reaction) permette di amplificare in vitro una 
regione specifica di DNA. Essa necessita di due oligonucleotidi, (corte sequenze di 
15-25 basi) detti “primer”, come inneschi complementari all’estremità 5’ di ciascuno 
dei due filamenti del frammento da amplificare. Le estremità 3’OH degli 
oligonucleotidi servono da innesco per una DNA polimerasi che sintetizza i filamenti 
complementari. La polimerasi utilizzata è quella di Thermus acquaticus (Taq 
polimerasi) che è termostabile e, quindi, non degradabile nella tappa di 
denaturazione a 95°C. 
Nel nostro caso, come primer sono stati usati quelli riporatati in tabella 3.1, disegnati 
con la procedure spiegata al paragrafo precedente. 
Nella miscela di reazione oltre ad essere presenti i due primer specifici devono 
essere presenti: il DNA di kenaf che funge da stampo,  una Taq polimerasi e il suo 
buffer specifico, l’ MgCl2 che attiva la Taq polimerasi e stabilizza le interazioni tra 
oligonucleotidi e stampo ed i dNTPs (deossiribonucleotidi fostato) che costituiscono i 
precursori per la sintesi del DNA. Per cui l’amplificazione è stata effettuata 
utilizzando 1 µl di ciascun primer alla concetrazione di  10 µM, 1 µl di  dNTPs alla 
concetrazione di 10 mM,  2,5 µl di tampone della taq polimerasi 10X (Invitrogen), 0,5 
µl di taq polimerasi (Invitrogen) alla concetrazione di  5U µ-1l, 1 µl di MgCl2 alla 
concentrazione di 50 mM, 25 di ng DNA ed H2O fino ad un volume totale di reazione 
pari a 25 µl. 
La reazione di PCR è stata effettuata in un termociclizzatore “Mastercycler 
Eppendorf ep gradient (Eppendorf USA)”.  
Le condizioni di reazioni sono state denaturazione iniziale di 5 minuti a 94°C, seguita 
da 30 cicli ognuno dei quali è fatto da una denaturazione iniziale di 30 secondi a 
92°C , una fase di ibridazione tra DNA stampo e primer lunga 30 secondi  la cui  
temperatura dipende dalla temperatura alla quale funzionano i primer (melting) ed in 
fine da una fase di estensione di 1,5 minuti a 72 ° C  
I trenta cicli sono stati seguiti da un ciclo di estensione finale di 10 minuti a 72 ° C ed 
i campioni sono stati conservati a 4° C 
Nella maggior parte dei casi più cicli di PCR sono stati necessari per amplificare le 
sequenze geniche dei geni ccr, cad, cesa, 4cl, actina II e c4h ed avere quantità 
adeguate di ampliconi per la successiva clonazione.  
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Per ogni reazione sono stati preparati corrispondenti controlli negativi (eliminando il 
DNA stampo) e positivi (usando un DNA stampo o degli oligonucleotidi già usati in 
precedenza). 
Solitamente 1/10 dei prodotti di reazione vengono sottoposti a elettroforesi su gel di 
agorosio all’1% insieme ad un marcatore di lunghezza per stimare la dimensione del 
frammento amplificato e valutare la purezza, oltre che per valutare la specificità delle 
condizione di reazione o eventuali contaminazioni dei reagenti (Fig. 3.7). 
 
 
2.2.7 ANALISI DI AMPLIFICAZIONE DELLE SEQUENZE ESPRESSE MEDIANTE 
RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE POLIMERASE CHAIN REACTION) 
 
Tale analisi è uguale a quella precedente con l’unica differenza che al posto del DNA 
come stampo viene usato il cDNA prodotto a partire dagli RNA estratti dal tiglio e dal 
kenapulo con il procedimento spiegato alla sezione 2.2.4 
 
 
2.2.8 PURIFICAZIONE DEL DNA DOPO REAZIONI DI PCR O RT-PCR 
 
I prodotti della PCR e della RT-PCR sono stati isolati utilizzando il kit di purificazione 
fornito dalla Promega PCR (Wizard ® SV Gel e PCR - Clean Up System). Esso si 
basa sulle proprietà di una resina a scambio ionico. In condizioni di elevata forza 
ionica il DNA si lega alla resina, mentre i contaminanti passano attraverso la colonna. 
Le impurità vengono efficientemente lavate via mentre il DNA purificato viene eluito 
in acqua o in tampone Tris. La composizione dei tamponi presenti nel kit è 
ottimizzata per un efficiente recupero del DNA e per la rimozione di contaminanti. 
Per la purificazione è stato seguito il protocollo fornito assieme al kit dalla casa 
produttrice. 
La purezza dei frammenti amplificati è stata esaminata mediante elettroforesi su gel 
di agarosio all’1% di un’aliquota di essi (Fig. 3.7). 
Per la quantizzazione del DNA estratto l’immagine della corsa eelettroforetica , è 
stata acquisita all'analizzatore di immagini Typhoon 9200 (Amersham Biosciences) 
ed analizzata con il programma ImageQuant 5.2. 
 
 
2.2.9 CLONAGGIO DELLE SEQUENZE ISOLATE IN PLASMIDI  
 
I frammenti amplificati e purificati sono stati clonati nel vettore di clonaggio pGEM-T 
Easy® (Promega) (Fig.2.1) e poi trasferiti nella specie batterica Escherichia coli. 
Il clonaggio ha previsto le fasi di adenilazione degli amplificati, ligazione degli 
amplificati in vettori di clonaggio e inserimento dei vettori nelle cellule batteriche. 
Nella fase di adenilazione degli amplificati, questi ultimi sono stati adenilati 
utilizzando una polimerasi che lega deossiadenosina-monofosfato al 3’-OH 
indipendentemente dallo stampo.  Per ogni frammento la quantità da adenilare, e 
quindi successivamente da ligare nel vettore di clonaggio, è stata calcolata in base 
alla relazione seguente: 
ng inserto = ng vettore X (paia di basi dell’inserto/ paia di basi del vettore) X 3 
tenendo conto che i protocolli della ditta Promega consigliano di utilizzare 50 ng di 
vettore in ogni reazione di legazione. 
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La reazione è stata eseguita in un volume di 10 µl. Nella miscela di reazione oltre al 
all’amplificato sono presenti i dATP alla concentrazione di 2,5 mM la Taq polimerasi 
(Promegga) alla concetrazione di 5 U µl-1 ed il suo tampone alla concetrazione 1X 
(Promega) e l’ MgCl2 alla concentrazione di 5 mM 
La miscela di reazione è stata posta a 70°C per 30 minuti nel termociclizzatore 
“Mastercycler Eppendorf ep gradient (Eppendorf USA)”.  
Alla fase di adenilazione ha fatto seguito quella di ligazione. 
La reazione di ligazione consente di saldare le estremità di un plasmide a quelle di 
un frammento lineare di DNA grazie all’attività dell’enzima DNA ligasi, rendendo così 
possibile il clonaggio dei frammenti di DNA all’interno di vettori plasmidici. 
Nel nostro caso ogni reazione di ligazione è stata allestita aggiungendo alla miscela 
di adenilazione i seguenti reagenti: 
• 1µl di T4 DNA ligasi (promega) 3 U µl-1 
• 2 µl  T4 DNA Ligasi Buffer 10X   
• 1 µl  pGEM-T-Easy (Promega) 50ng µl-1   
• H2O fino ad un volume finale di reazione pari a 20 µl   
La miscela è stata incubata a 4°C per una notte. 
Una miscela di reazione priva dell'inserto è stata inoltre utilizzata come controllo per 
valutare la capacità del vettore di richiudersi su se stesso. 
L’ultima fase è stata quella di inserimento del plasmide ricombinante in cellule 
batteriche. Il plasmide ricombinante è stato trasferito in cellule competenti di 
Escherichia  coli, ceppo DH5α, preparate secondo il metodo del CaCl2 descritto da 
Sambrook (Sambrook, et al., 1989). 
Per la trasformazione, 100 µl di cellule batteriche competenti sono state miscelate a 
5 µl di DNA plasmidico. La miscela è stata posta in ghiaccio per 45 minuti, poi a 42°C 
per 90 secondi in un  bagno termostatato. Trascorso questo tempo è stata posta di 
nuovo in ghiaccio in per 10 minuti. Ad essa sono stati aggiunti 800 µl di LB sterile ed 
è stata posta in agitazione a 37°C per un' ora. La soluzione è stata centrifugata per 
30 secondi alla velocità di 13.200 rotazioni per minuto in una centrifuga da banco; ciò 
ha consentito di eliminare gran parte del surnatante e risospendere il pellet nel 
surnatante residuo. La miscela è stata dispensata omogeneamente in capsule di 
Petri sterili su LB, gelificato con agar, contenente ampicillina alla concentrazione di 
100 mg l-1. Su tale mezzo erano stati previamente dispensati 10 µl di Isopropil-β-D-1 
-thiogalactopiranoside (IPTG) alla concentrazione di 200 ng µl-1 e 100  µl di 5-Br-4-
Cl-3-indolo- β-galactopiranoside (X-Gal) alla concentrazione di 20 ng µl-1. Le capsule 
Petri sono state incubate a 37°C per una notte. 
La presenza di colonie sul mezzo LB, reso selettivo per la presenza dell’ampicillina, 
ha indicato che i batteri da cui tali colonie derivavano erano sopravvissuti grazie al 
gene marcatore presente nel plasmide.  
La selezione delle colonie è stata eseguita con il metodo della distinzione blu-bianco: 
nel plasmide è infatti presente il gene lacZ che codifica per la β-galattosidasi, un 
enzima che scinde la molecola di X-Gal in due molecole di cui una è di colore blu. L' 
IPTG agisce sul promotore del gene inducendo la sintesi della β-galattosidasi.  
Durante il clonaggio il frammento si inserisce nella regione lacZ impedendo la sintesi 
dell'enzima. Le cellule che contengono l'inserto non sono in grado di scindere X-Gal 
presente nel substrato, quindi saranno di colore bianco; mentre quelle prive 
dell'inserto metabolizzano X-gal colorandosi di blu. Le colonie bianche sono state 
inoculate in 1 ml di LB liquido contenente ampicillina alla concentrazione di 100 mg l-1 
e lasciate crescere a 37°C per una notte in agitazione ( Sambrook et al., 1989). 
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E’ stata eseguita una analisi di PCR su colonia,con primer specifici, per confermare 
la presenza dell’amplicone all’interno del plasmide contenuto dalla colonia. 
 
 
2.2.10  SEQUENZIAMENTO ED INSERIMENTO DELLE SEQUENZE IN 
BANCA DATI 
 
E' stato utilizzato il kit Wizard ® Plus SV  Minipreps DNA purification System della  
Promega per purificare il DNA plasmidico delle colonie batteriche risultate positive 
all'amplificazione. 
I plasmidi ricombinanti, contenenti quindi ognuno uno dei frammenti d’interesse, sono 
stati isolati dai batteri e  impiegati per la reazione di sequenziamento dell'inserto. Il 
sequenziamento è stato affidato alla ditta GeneLab di Santa Maria di Galeria (Roma), 
alla quale sono stati inviati i campioni del DNA plasmidico e le sequenze dei primer 
utilizzati nella fase di amplificazione. 
Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati privati delle porzioni di sequenza del vettore 
fiancheggianti il sito di inserzione, ciò ha consentito di individuare la  sequenza 
dell'inserto.   
Le sequenze degli inserti sono state poi sottoposte ad analisi in silico utilizzando il 
programma Blast (http://130.14.29.110/BLAST/) che ha confrontato tali sequenze 
con tutte le sequenze nucleotidiche presenti nella banca dati GenBank del National 
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2.3 STUDIO DI ESPRESSIONE DI SEQUENZE GENICHE 
 
2.3.1 DISEGNO DEI PRIMER PER LA PCR QUANTITATIVE (QPCR)  
 
I Primer per la PCR quantitativa sono stati disegnati con l’ausilio del programma 
Primer Express®Software 2.0 (Applied Biosystem). Tale programma permette di 
stabilire una serie di parametri per la costruzione dei primer quali temperatura di 
melting, percentuale di GC, lunghezza del primer ecc..  
Nel nostro caso sono stati scelti come parametri per la costruzione dei primer una 
temperatura di melting pari a 60°C,  una lunghezza di 20 basi,  ed una percentuale di 
GC pari al 80%. Sono stati scelti i primer, tra quelli proposti dal programma, che  
producevano ampliconi di 51 paia di basi di lunghezza. I primer usati nell’analisi di 
PCR quantitativa sono riportati in tab. 3.3 
 
 
2.3.2 PCR QUANTITATIVA 
 
La PCR real-time, denominata anche PCR quantitativa o PCR quantitativa in tempo 
reale (Real Time PCR), è un metodo che permette di amplificare e quantificare 
simultaneamente molecole di RNA e/o di cDNA di interesse. 
Se la PCR tradizionale, infatti,  permette di rilevare la presenza di una sequenza 
bersaglio oppure di quantificarla mediante il risultato finale della reazione, la Real 
Time PCR, permette di monitorare l’amplificazione mentre questa ha luogo usando il 
sistema SYBR Green, basato sulla presenza di una molecola fluorescente in grado di 
intercalarsi e legarsi durante la reazione di PCR all’interno del doppio filamento di 
DNA che si forma ad ogni ciclo di amplificazione. Gli strumenti richiesti per questo 
tipo di analisi sono un termociclatore collegato ad un rivelatore della fluorescenza e 
ad un computer con un programma in grado di analizzare queste variazioni.   
La valutazione quantitativa dei livelli di mRNA (cDNA), è stato realizzata usando the 
Prism 7000 Sequence detection system (Applied Biosystems Inc., IJssel, The 
Netherlands).  
Sono stati condotti esperimenti preliminari per stabilire l’efficienza di amplificazione 
per ciascuna delle coppie di "primer". 
Una serie di diluizioni in acqua dei campioni di cDNA sono state saggiate per 
identificare le concentrazione di cDNA che produce un CT tra i 25 ei 35 cicli.  
La CT (ciclo soglia) è il ciclo a partire dal quale la quantità di fluorescenza comincia 
ad aumentare velocemente, e le curve sigmoidi di amplificazione iniziano la loro fase 
lineare. Un confronto dei valori di Ct fra reazioni multiple permette di calcolare la 
concentrazione migliore dell'acido nucleico che si vuole quantificare. 
Le migliori condizioni si sono avute usando per ogni reazione 12,5 µl di Platinum® 
SybrGreen qPCR SuperMix-UDG buffer 2X che contiene: 
• la  taq DNA polimerasi Platinum alla concetrazione di 60U ml-1,  
• il colorante SYBR Green I,  
• il buffeer contenete Tris-HCl alla concentrazione di 40mM (pH8.4) , KCl alla 
concentrazione di 100mM eMgCl2 alla concentrazione di 6mM,  
• 400µM dGTP,  
• 400µM dATP,  
• 400µM dCTP,  
• 400µM dUTP, 
• Uracilarabinoside DNA glycosylase (UDG) 40U ml-1  
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• stabilizzanti,  
ai quali è stato aggiunto MgCl2 fino ad ottenere una concentrazione finale di esso 
pari a 5 mM , 0,5 µl di ogni primer alla concentrazione di 15pmol µl-1, 2 µl di cDNA a 
concentrazione di 0,453  ng µl-1 e 0,5 µl di colorante ROX (Referece Dye to 
Platinum® Quantitative PCR superMIx-UDG) in un volume totale di reazione di 25 µl. 
Il programma di temperature utilizzato è stato il seguente: un primo step di 50°C per 
2 minuti è stato utilizzato per l’ attivazione UDG seguito da una denaturazione di 2 
minuti a 95°C. A queste due fasi hanno fatto seguito 45 cicli fatti da una 
denaturazione a 95°C per 15 secondi, una ibridazione (annealing) a 57°C per 30 
secondi ed una estensione a 72 °C per 30 secondi.  
Sono state effettuate 4 repliche biologiche dell’esperimento, per ciascuna reazione di 
qPCR  sono state effettuate 3 repliche sperimentali in ogni replica biologica, ed è 
stato considerato accettabile un massimo di 5 cicli differenza tra i CT delle repliche 
sperimentali di ogni campione.  
Controlli negativi, in cui mancava il cDNA nella miscela di reazione, sono stati 
eseguiti per ogni coppia di "primer" in ogni replica biologica per controllare i livelli 
significativi di qualsiasi amplificazione non specifica (contaminante). In tutte le 
repliche biologiche, il gene dell'actina di kenaf è stato usato come controllo interno.  
I cDNA che hanno funto da stampo per gli esperimenti di PCR quantitativa sono stati 
prodotti mediante reazione di trascrizione inversa dagli RNA totali estratti da tiglio e 
kanpulo di piante di kenaf, allevate in condizioni controllate, dopo 30, 60 e 90 giorni 
dalla semina, e la loro quantità è stata determinata per comparazione tra le loro 
intensità di fluorescenza e quella di marcatori di DNA a peso molecolare noto con 
l'ausilio del software ImageQuant 5.2. . I tessuti dai quali sono stati isolati gli RNA 
totali derivano sempre dalla stessa porzione di fusto della pianta.  
 
 
2.3.3 ANALISI STATISTICA  
 
L'analisi statistica dei livelli di espressione è stata effettuata mediante ANOVA. I 
confronti tra le espressioni dei vari geni stati condotti utilizzando LSD con una soglia 
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2.4 ANALISI DEI CONTENUTI DI LIGNINA E DELLA CELLULOSA 
NEI TESSUTI DI KENAF 
 
Le analisi per la determinazione del contenuto di lignina e di cellulosa nelle fibre del 
tiglio e del kenapulo di kenaf sono state condotte su campioni dei due tessuti 
prelevati agli stessi giorni di distanza dalla semina ai quali furono prelevati per le 
analisi di espressione quantitativa dei geni.  
Per tale analisi quantitativa è stata seguita la  metodica indicata da  Van Soest & 
Wine con le opportune modifiche (Van Soest & Wine, 1968).  
Dopo aver separato manualmente il tiglio dal kenapulo dei fusti delle piante, essi 
sono stati messi in stufa per 48 ore a 70°C al fine di poter eliminare l’acqua dai 
tessuti. In seguito sono stati triturati con mortaio e pestello in azoto liquido e poi 
messi per circa 30 minuti in polverizzatore ottenendo così una polvere fine su cui 
poter applicare la metodica di Van Soest & Wine. 
Da tale polvere bisogna allontanare la componente acido-solubile, rappresentata da 
pectina, cere, lipidi, amido e, in fasi più avanzate di decomposizione, da chitina 
(ADF). A tal fine in una provetta (W2) da centrifuga sono state pesate 100 mg (± 0,1) 
di fibre secche polverizzate (W1) e sono stati aggiunti ad esse 10 ml di una soluzione 
di H2SO4 0,1 N in cui sono stati sciolti 20 g di bromuro di cetil-trimetil-ammonio 
(CTAB). I campioni sono stati lasciati per 1 ora a 100°C. Dopo il raffreddamento i 
campioni sono stati centrifugati per 10 minuti a 4000 rpm. In seguito all’eliminazione 
del supernatante i campioni sono stati sottoposti  a lavaggi consecutivi con 10 ml di 
acqua calda e con acetone ( ogni lavaggio è stato seguito da centrifugazione ed 
eliminazione del supernatante). Successivamente i campioni sono stati posti in stufa 
per 12h a 75°C circa, raffreddati in essiccatore e poi pesati (W3).  
La percentuale delle fibre è stata così calcolata:  
%ADF = (W3-W2)*100/W1 
I campioni seccati e pesati (W3) vanno sospesi in 10 ml di tampone fatto dall’unione 
di un tampone permanganato (di KMnO4 50 g l-1, di Ag2SO4 0,05 g l-1) con un 
tampone per la lignina (0,015 g l-1 di AgNO3, 500ml di acido acetico glaciale, 5 g l-1 di 
acetato di potassio, 400 ml di 2-metilpropanolo) nel rapporto di 2 a 1, e lasciati a 
temperatura ambiente per 90 minuti per permettere l’ossidazione delle fibre.  
A reazione avvenuta i campioni assumono colore rosso porpora. I campioni ossidati 
vanno centrifugati per 10 minuti a 4000 rpm, privati del supernatante e trattati per 15 
minuti con 10 ml di una soluzione demineralizzante (50 g l-1 di acido ossalico di-idrato 
700 ml di etanolo 95%, 50 ml di HCl 37%). 
I campioni opportunamente trattati assumono colore bianco. Dopo una ulteriore 
centrifugazione per 10 minuti a 4000 rpm, i campioni, privati del supernatante, sono 
stati sottoposti a due lavaggi con etanolo al 70% e ad uno con acetone per eliminare 
i residui di etanolo. Dopo essere stati seccati in stufa per 12h a 75°C, vanno 
raffreddati in essiccatore, pesati (W4) e poi bruciati in muffola per 1 ora a 550°C. Al 
termine del trattamento in muffola, i campioni vengono raffreddati in essiccatore e 
pesati (W5). Le percentuali di lignina e di cellulosa vengono così calcolate:  
% Lignina = (W3-W4)*100/W1 
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2.5 DIFFERENZIAMENTO IN VITRO, INDUZIONE DI GEMME 
MULTIPLE E TRASFORMAZIONE GENETICA 
  
2.5.1 CEPPI BATTERICI UTILIZZATI 
 
Le due specie batteriche utilizzate per questo lavoro di tesi sono state l’Escherichia 
coli, ceppo DH5α, in cui sono stati inseriti i vettori ricombinanti contenenti le 
sequenze geniche clonate e l’Agrobacterium tumefaciens. 
Per quanto concerne l’Agrobatterium tumefaciens sono stati utilizzati due ceppi Il 
ceppo C58C1 (Holsters et al., 1980), contenente il plasmide helper pGV2260 ed 
ingegnerizzato con il vettore binario p35SGUS-INT (Van Canneyt et al., 1990), a cui 
è stata data la sigla “AT8”,  ed il ceppo LBA4404 contenente sempre il plasmide 
p35SGUS-INT(Hoekema et al., 1983) a cui è stata data la sigla “AT18”.  
Il vettore binario p35SGUS-INT, della grandezza di 13,0 Kb, è caratterizzato dalla 
presenza del gene reporter gus, codificante per la β-glucuronidasi, contenente il 
secondo introne (IV2) del gene ST-LS1 isolato da patata. Tale gene è posto sotto il 
controllo del promotore e del terminatore 35S del CaMV  (Van Canneyt et al., 1990). 
Inoltre il vettore presenta il gene nptII come marcatore, che codifica per l’enzima 
neomicina fosfotransferasi, che conferisce resistenza agli antibiotici del gruppo della 
neomicina. Tale gene è posto tra il promotore ed il terminatore del gene della 
nopalina sintetasi (nos) (Van Canneyt et al.1990). 
La β-glucuronidasi codificata dal gene GUS, anche detto uidA, è un enzima presente 
normalmente in tutti i vertebrati ed anche nella flora intestinale dell’uomo. Questo 
gene è un gene reporter che permette la facile identificazione delle piante 
transgeniche da quelle non trasformate poiché l’enzima da esso codificato 
catalizzando l’idrolisi dei glucuronidi permette la precipitazione dell’indolo, visibile in 
blu,  ove questo è legato ad un glucuronide. Il ceppo di Escherichia coli è stato 
cresciuto nel terreno di coltura LB alla temperatura di 37°C in agitazione alla velocità 
di 150 rotazione per minuto, mentre Agobacterium  tumefaciens è stato cresciuto nel 
mezzo di coltura YEP alla temperatura di 27°C in agitazione alla velocità di 120 rpm. 
Le composizioni di entrambi i terreni sono riportate alla sezione 2.1.     
 
 
2.5.2 CULTIVAR SAGGIATE 
 
Le cultivar saggiate sono state due, la Dowling che è la cultivar con la più alta 
percentuale di fibre di tiglio oggi in commercio e la SF459, importante per l’elevata 
produzione di fibra e per la grandezza del diametro dello stelo. Entrambe le cultivar 
sono state utilizzate sia come fonte di espianti per gli esperimenti di differenziamento 
in vitro e di massiva propagazione sia per esperimenti di trasformazione genetica con 
metodo diretto e indiretto. 
 
 
2.5.3 SUBSTRATI PER LA PROPAGAZIONE ED IL DIFFERENZIAMENTO IN 
VITRO 
 
La formulazione del substrato base impiegato negli esperimenti di coltura in vitro 
delle piante è quella standard di Murashige e Skoog (1962) per i macro- ed i micro-
elementi (MS) con l’aggiunta di 30gl-1 di saccarosio (siglato come MS). Questo 
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substrato è stato utilizzato per la propagazione per talea internodale di piante di 
kenaf. 
Al substrato base di coltura sono stati aggiunti diversi ormoni, per lo più citochinine, 
auxine e giberelline, a differenti concentrazioni al fine di trovare la combinazione più 
efficiente per il differenziamento in vitro del kenaf. 
Ai substrati così ottenuti è stato dato un nome; la tabella 2.1 riporta per ogni 
substarto gli ormoni presenti in esso e le concentrazioni degli stessi.   
Gli ormoni utilizzati sono stati il 6-benzil-aminopurina (BAP), l’acido naftalenacetico 
(NAA), l’N-fenil-N(1,2,3)-thidiazol-5yl-urea commercialmente conosciuto come 
Thidiazuron (TDZ), la giberellina GA3, la zeatina riboside ed il nitrato di argento.  
In un altro piano sperimentale è stao studiato l’effeto dell’acido 4-amino-3,5,6-
tricloropiridin-2-carbossilico (picloram) sulle foglie cotiledonari e sugli ipocotili  di 
kenaf della sola cultivar Dowling. 
 
 
2.5.4 SUBSTRATI PER LA MASSIVA PROPAGAZIONE 
 
Per la massiva propagazione si è fatto uso del solito substrato MS al quale è stato 
aggiunto l’ormone di sintesi TDZ a 3 differenti concentrazioni: 1, 5 e 10 µM tali terreni 
sono stati nominati rispettivamente TDZ1, TDZ5 e TDZ10. 
Su tali terreni sono stati lasciati germinare semi di entrambe le cultivar oggetto di 
studio (vedi paragrafo 2.5.5) . Tali semi sono stati poi osservati dopo 14 e dopo 28 
giorni dalla semina e sono state contate le gemme risultanti da ogni seme. Per ogni 
differente terreno sono stati sterilizzati e lasciati germinare 20 semi di ogni cultivar 
dei quali 10 sono stati monitorati dopo 14 giorni e 10 dopo 28 giorni dalla semina. 
Tutti i semi sono stati incubati a 24°C per 48 ore a l buio e poi posti in camera di 
crescita a 24°C con un fotoperiodo di 14 ore di luce e 10 di buio. 
 
 
2.5.5 STERILIZZAZIONE ED IMBIBIZIONE DEI SEMI 
 
I semi sono stati sterilizzati secondo la seguente procedura: 
- lavaggio preventivo con acqua distillata; 
- trattamento per 2 minuti con alcool etilico al 70%; 
- immersione per 15 minuti in una soluzione di ipoclorito di sodio commerciale (3% di 
cloro attivo). In tale fase i semi sono stati tenuti in agitazione continua; 
- risciacquo con acqua distillata sterile per 4-5 volte. 
Tutti i passaggi in sterilità sono stati effettuati sotto cappa a flusso laminare 
orizzontale. Tutti gli strumenti non sterili, sono stati sterilizzati alla fiamma di un 
becco Bunsen. 
I semi sterilizzati ed imbibiti  in acqua sterile per una notte  
 
 
2.5.6 TRASFORMAZIONE GENETICA CON METODO BIOLISTICO 
 
Gli esperimenti di trasformazione mediante bombardamento con microproiettili sono 
stati condotti con l’impiego di un cannone genetico a flusso di elio PDS-1000/He 
(Bio-Rad Laboratories Ltd., Hemel Hempstead, UK) (figura 2.2, pannello a) ed in 
alcuni esperimenti  con l’aggiunta di un focalizzatore (figura 2.2, pannello b, c e d) 
  34 
appositamente costruito su progetto sviluppato dal sottoscritto presso il laboratorio di 
svolgimento della tesi. 
La procedura sperimentale utilizzata per la trasformazione genetica nucleare si basa 
sui principi di biolistica descritti da Klein (Klein  et. al., 1987). Le condizioni di sparo 
sono state le seguenti: 
• pressione di rottura del diaframma pari a 1.100 psi; 
• depressione della camera pari a -14,5 psi; 
• distanza tra rupture disk e macrocarrier pari a 10 mm, tra macrocarrier e 
stopping screen pari a 10 mm e tra stopping screen e piastra contenente le 
cellule bersaglio pari a 12 cm. 
Le parti interne del cannone genetico sono state sterilizzate con etanolo 75%; 
macrocarrier, stopping screen e focalizzatore sono stati sterilizzati in autoclave di 20 
minuti, mentre flying e rupture disk sono stati sterilizzati per immersione 
rispettivamente in etanolo 75% e isopropanolo per 15 secondi.  
La precipitazione del DNA sui microproiettili d’oro, del diametro di 1 µm, è stata 
realizzata secondo il metodo di Sanford et al. (1993). 
Sei microlitri della soluzione composta da particelle d’oro e DNA in etanolo sono stati 
aggiunti su ogni macrocarrier e lasciati asciugare per 10 minuti, tempo necessario 
per permettere la vaporizzazione dell’etanolo stesso.  
In ogni esperimento sono stati eseguiti dei controlli costituiti da espianti bombardati 
con microproiettili senza DNA precipitato e piastrati semplicemente su substrato 
(MS) solido addizionato(controllo negativo) o no (controllo positivo) con antibiotico. 
 
 
2.5.7 STRATEGIE DI TRASFORMAZIONE GENETICA CON METODO 
BIOLISTICO  
 
Sono state eseguite 2 strategie di sparo:  
1.sparo con focalizzatore: in questa strategia gli spari sono eseguiti con il 
focalizzatore su espianti posizionati al centro di piastre di Petri da 40 mm di diametro 
in un cerchio di 2 cm di diametro. Per ogni piastra vengono stati effettuati due spari 
con una rotazione della stessa, tra il primo ed il secondo sparo, di 180°.   Sono stati 
utilizzati 100 espianti per Dowling e 100 per SF459 per ogni sparo. I controlli negativi 
di tale metodica sono costituti da semi tagliati, fatti crescere sullo stesso terreno di 
induzione se presente, e bombardati con proiettili su cui non è stato precipitato il 
DNA plasmidico. 
2.sparo senza focalizzatore: in questa strategia gli spari sono eseguiti senza il 
focalizzatore su espianti posizionati casualmente in tutta la piastra di Petri di 40 mm 
di diametro; sono stati utilizzati 100 espianti per Dowling e 100 per SF459. I controlli 
negativi sono costituiti alla stessa maniera della strategia precedente. Per ogni 
piastra sono vengono effettuati 4 spari accompagnati da una rotazione della piastra 
di 90°  tra uno sparo ed il successivo. 
Dopo il bombardamento le capsule Petri contenenti gli espianti vengono poste a 
27°C per 48 ore al buio per poi essere messe a 14 ore di luce e 10 di buio ad una 
temperatura di 26°C in un mezzo contenete l’antibiotico Kanamicina ed il TDZ alla 
concetrazione di 10 µM per l’induzione alla formazione di gemme multiple.  
Dopo tale periodo vengono trasferiti in MS contenete  300 mg  l-1 di kananmicina 
senza presenza di ormoni ed ogni 21 giorni vengono trasferiti sullo stesso terreno 
fresco. 
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2.5.8 TRASFORMAZIONE GENETICA MEDIANTE AGROBATTERIO  
 
Il processo di trasformazione è stato eseguito utilizzando il seguente protocollo: 
• i ceppi di Agrobatterium tumefaciens AT8 o AT18  sono stati inoculati in LB  
liquido addizionato con kanamicina 100 mg l-1 con l’aggiunta di acetosiringone 
alla concentrazione di 200 µM due ore prima della co-coltura ed incubato a 
28±1°C in agitazione per 48 ore;  
• la sospensione batterica ottenuta è stata poi centrifugata per 15 minuti a 4.000 
rpm a 24±1°C ed il pellet risospeso in un volume di substrato MS liquido con 
l’aggiunta di acetosiringone alla concentrazione di 200 µM, tale da ottenere 
una soluzione avente densità ottica misurata allo spettrofotometro alla 
lunghezza d’onda di 600 nm pari a 0.9-1; 
• un aliquota di sospensione batterica è stata posta in una capsula petri nella 
quale poi sono stati immersi i tessuti oggetto di trasformazione genetica 
• Gli espianti co-coltivati sono poi stati posti su piastre di Petri in cui era 
presente substrato TDZ10 (in alcuni esperimenti nelle substrato  vi era anche 
acetosinringone alla concentrazione di 200 µM) e lasciati al buio per 48 ore a 
27°C per favorire l’azione dell’agrobatterio 
• Dopo tale periodo gli espianti sono stati posti, con la parte del taglio rivolta 
verso il substarto, in piastre di Petri contenenti TDZ10 con l’aggiunta di 
kanamicina alla concetrazione di 300mg l-1  e claforan alla concetrazione di 
500mg l-1 dove vengono lasciati per 7 giorni 
• Dopo tale periodo vengono trasferiti su substrato MS con l’aggiunta di 
kanamicina alla concentrazione di 300mg l-1 e claforan alla concetrazione di 
250mg l-1  
• Ogni 21 giorni vengono trasferiti in mezzo fresco uguale a quello del punto 
precedente 
 
In ogni esperimento di trasformazione è stato eseguito un controllo negativo 
costituito da espianti non co-coltivati e trasferiti su TDZ10 con kanamicina alla 
concetrazione di 300mg l-1  e claforan alla concetrazione di 500mg l-1. Inoltre In ogni 
esperimento di trasformazione è stato eseguito un controllo positivo costituito da 
espianti non co-coltivati e trasferiti su TDZ10 senza antibiotici. 
 
 
2.5.9 TESSUTI DI KENAF UTILIZZATI PER LA TRASFORMAZIONE GENETICA 
 
I tessuti della pianta utilizzati negli esperimenti di trasformazione genetica, sia con 
metodo diretto sia con metodo indiretto, sono stati embrioni di kenaf presenti nei 
semi.  
I semi di kenaf , dopo essere stati sterilizzati ed imbibiti per una notte, sono tagliati in 
senso longitudinale in due parti pressoché uguali al fine di rendere i tessuti 
meristematici presenti negli embrioni più accessibili alla trasformazione sia essa 
mediata da agrobatterio sia essa eseguita con metodo biolistico. 
In alcuni esperimenti, al fine di indurre i tessuti meristemetici degli embrioni alla 
produzione di gemme multiple, essi sono stati messi a  contatto con il substrato 
TDZ10 per 24 ore anche prima dell’evento di trasformazione. Nella Fig. 2.3 sono 
visibili semi di kenaf tagliati in due e messi in un soluzione in cui è presente 
l’agrobbetterio. 
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2.5.10  SAGGIO ISTOCHIMICO GUS 
 
Il saggio istochimico della β-glucuronidasi è stato condotto utilizzando una soluzione 
contenente tampone fosfato 50 mM a pH 7,0, Triton X-100 0,1% (v/v) e 5-bromo-4-
cloro-3-indolil glucuronide 0,5% (X-GLUC).  
Espianti sottoposti a trasformazione con il vettore p35S-GUS-INT, sia mediante co-
cultura che bombardamento di microproiettili, sono stati messi a contatto con 2 ml di 
soluzione X-GLUC e sottoposti ad una pressione negativa di 80 KPa per 10 minuti. 
Tutti i campioni sono stati incubati per almeno 16 ore al buio ad una temperatura di 
37°C ed osservati attraverso microscopia ottica. 
Il saggio istochimico GUS è stato effettuato anche su dei controlli negativi costituiti 
da espianti non cocoltivati o bombardati con microproiettili sui quali non è stato 
precipitato il DNA.    
L’espressione del transgene GUS si ravvisa mediante la presenza di spot blu che 
indicano la precipitazione dell’indolo che avviene nella reazione enzimatica 
catalizzata dall’enzima GUS(b-glucuronidasi) quando questo è contatto con il un 
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3. RISULTATI  
    
3.1 DISEGNO DEI PRIMER, CLONAGGIO ED INSEREIMENTO IN 
BACA DATI  DI SEQUENZE GENICHE 
 
3.1.1 DISEGNO DEI PRIMER  
 
In questo lavoro di tesi, al fine di disegnare primer utilizzabili in reazioni di 
amplificazione di DNA genomico e di cDNA è stato usato un approccio 
bioinformatico.  
Ci si è avvalsi infatti, in primis, della baca dati NCBI, poiché in tale banca dati sono 
presenti numerose sequenze geniche codificanti per enzimi che giocano ruoli chiave 
nelle vie biosintetiche che portano alla formazione della cellulosa e della lignina,  
ed in secondo luogo del sopra citato programma di allineamento di sequenze 
mediante il quale sé stato possibile allineare sequenze di interesse e studiarne le 
zone altamente conservate. 
Dalla banca dati NCBI sono state prelevate le sequenze codificanti per i geni sopra 
riportati da diverse specie vegetali, sia monocotiledoni che dicotiledoni, afferenti a 
loro volta a diverse famiglie di piante. Tali sequenze sono state allineate grazie ai 
software T-Coffee(http://www.es.embnet.org/Services/MolBio/t-coffee/)  e/o clustal W 
(www.ebi.ac.uk/clustalw/). Tale procedura è stata eseguita per tutti i geni sopra 
riportati.  
I risultati degli allineamenti sono visibili nelle figure 3.1,3.2,3.3,3.4 e 3.5 
Dagli allineamenti fatti si evince la presenza di zone altamente conservate all’interno 
delle sequenze nucleotidiche; nelle figure 3.1,3.2,3.3,3.4 e 3.5 tali zone sono 
evidenziate dai riquadri gialli. Su tali zone sono stati progettati i primer da utilizzare in 
successive amplificazioni in vitro. Per molti dei geni si è proceduto al disegno di più 
di una coppia di primer. In tabella 3.1 sono riportati i primer che hanno dato risultati in 
esperimenti di amplificazione di DNA genomico e di cDNA. 
Con lo stesso approccio biofinformatico e con la stessa procedura è stata disegnata 
anche una coppia di primer sulle zone altamente conservate del gene dell’actina 2 di 
varie specie vegetali. Anche questi primer, come i precedenti sono stati utlilizzati per 
amplificazioni sia di DNA genomico che di cDNA. 
La fig. 3.6 mostra l’allineamento nucleotidico relativo ai geni codificanti per l’actina 2 
diverie specie vegetali 
 
 
3.1.2 AMPLIFICAZIONE DI DNA E CDNA DI KENAF ED INSERIMENTO DEGLI 
AMPLICONI IN VETTORI DI CLONAGGIO 
 
Lo stampo utilizzato per l’ottenimento delle sequenze geniche attraverso analisi PCR 
è stato il DNA totale ottenuto da foglie di kenaf della cultivar Dowling.  
Il cDNA, ottenuto per reazione di retrotrascrizione a partire dagli mRNA totali estratti 
da meristemi apicali di giovani piantine di kenaf, ha fatto invece da stampo per 
l’ottenimento di sequenze espresse mediante analisi di RT-PCR. 
La fig. 3.7 riporta il risultato di amplificazione di PCR e RT-PCR per i geni delle vie 
biosintetiche  della lignina e cellulosa studiati. Nella stessa figura (canale 1 e 2) è 
presente il risultato dell’ analisi di amplificazione di DNA genomico e di cDNA di 
kenaf con l’uso della coppia di primer disegnati sull’allineamto dei geni codificanti per 
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l’actina 2 . Come è possibile notare in tutti i canali sono visibili i prodotti di 
amplificazione.  
Successivamente alla quantizzazione, gli ampliconi sono stati adenilati e poi clonati 
in pGEM®-T Easy Vector System (promega)(Fig. 2.1). 
I plasmidi ricombinanti sono stati inseriti in cellule competenti di  Escherichia coli, 
ceppo  DH5α. La presenza dell’ IPTG e dell’X-Gal nel terreno ha permesso la 
selezione delle cellule batteriche ricombinanti mediante colorazione. Dalle colonie 
bianche cresciute sul terreno selettivo sono stati estratti i plasmidi ricombinanti e la 
concentrazione di quest’ultimi è stata determinata, dopo taglio enzimatico di 
linearizzazzione, allo stesso modo di quella degli ampliconi. Successivamente è stata 
eseguita un’analisi di amplificazione sui plamidi estratti per confermare la presenza 
dell'inserto (dati non mostrati) 
 
 
3.1.3 SEQUENZIAMENTO ED INSERIMENTO IN BANCA DATI DELLE 
SEQUENZE 
 
Nel presente lavoro è stato utilizzato il programma BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) che, grazie ad un algoritmo specifico, ottimizza l’operazione di 
allineamento di una sequenza con quelle presenti in banca dati.  
Questo programma ha permesso di comparare le sequenze dei frammenti clonati 
con le sequenze presenti in baca dati e di poter capire la percentuale di identità con 
esse. 
L’analisi comparativa delle sequenze nucleotidiche dei singoli geni ha mostrato 
un’alta percentuale d’identità con le sequenze degli stessi geni di altre specie, 
principalmente con quelli appartenenti alla famiglia delle Malvaceaee, famiglia alla 
quale appartiene l’Hibiscus cannabinus. Tale alta identità conferma che la strategia 
seguita con l’approccio bioinformatico usato per disegnare i primer è risultata valida.  
In base questi risultati, le sequenze sono state depositate nella banca dati PubMed e 
sono state rese pubbliche.  La tabella 3.2 mostra per ogni singola sequenza il codice 
di accesso, la lunghezza della sequenza sia in DNA che in cDNA e la percentuale di 
identità con la sequenza più simile ad essa presente in un'altra specie vegetale.  
Il programma Transeq (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/) ha consentito una 
traduzione in silico delle sequenze nucleotidiche di cDNA clonate. 
Nella fase successiva, mediante il programma Blast, è stato effettuato un confronto 
tra le sequenze amminoacidiche e quelle già sequenziate presenti in banca dati. Il 
risultato di tale confronto ha confermato l’alta percentuale di identità tra le sequenze 
amminoacidiche tradotte dalle sequenze clonate e quelle delle stesse proteine di 
altre specie, principalmente appartenenti alla famiglia delle Malvaceaee. 
Nella tabella, quindi, sono riportate per ogni gene anche la lunghezza amminoacidica 
della sequenza di cNDA tradotta in silico e la percentuale di identità con la sequenza 
più simile ad essa presente in un'altra specie vegetale.
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3.2 ESPRESSIONE TEMPORALE DELLE SEQUENZE CLONATE  
 
3.2.1 DISEGNO DEI PRIMER PER LE ANALISI DI PCR QUANTITATIVA 
 
La conoscenza delle sequenze nucleotidiche dei geni sotto esame é stata utilizzata 
per la progettazione di specifici primer adatti ad una analisi di PCR quantitativa allo 
scopo di comprendere  l’espressione di tali geni nei diversi stadi fenologici  della 
pianta.  
E’ stato deciso di studiare l’espressione temporale di due geni della via biosintetica 
della lignina e di un gene della biosintesi della cellulosa. I due geni della biosintesi 
della lignina oggetto dello studio di espressione temporale sono stati il c4h ed il cad 
poiché posizionati, rispettivamente, all’inizio ed alla fine dell’ultima parte della via 
biosintetica (Fig 1.20), mentre per la cellulosa è stata studiata l’espressione 
temporale del gene CeSA clonato. 
I primers utilizzati per la PCR quantitativa sono stati diseganti con l’ausilio del 
software Primer Express®Software 2.0.  Diverse coppie di primer sono state 
saggiate per ogni gene in esperimenti preliminari al fine di selezionare i migliori 
parametri per l’analisi trascrittomica temporale. Le coppie di primer che hanno dato i 
migliori risultati negli esperimenti preliminari e sono state quindi utilizzate per le 
analisi successive, sono mostrate in tabella 3.3 
 
 
3.2.2 ANALISI DI ESPRESSIONE TEMPORALE DEI GENI DELLA CELLULOSA 
E DELLA LIGNINA 
 
L’espressione temporale dei tre geni studiati è stata esaminata a tre stadi fenologici 
diversi della pianta; dopo 30,60 e 90 giorni dalla semina. Per limitare al massimo le 
differenze di espressione imputabili a fattori esterni, le piante sulle quali è stata 
condotta l’analisi sono state allevate in camere di crescita in vivo. Tali camere 
consentono di regolare e mantenere costante la temperatura sia diurna che notturna 
e di stabilire le ore di luce e di buio. 
Per ogni analisi di PCR  quantitativa sono state fatte 4 repliche biologiche, ossia per 
ognuno dei due tessuti l’analisi è stata condotta, ai tre stadi fenologici, su 4 piante 
differenti cresciute alla stesse condizioni. 
Per ogni gene all’interno di ogni singola analisi quantitativa sono state effettuate tre 
repliche sperimentali. 
Al fine di comprendere le differenze significative tra i livelli di espressione, è stata 
fatta un’analisi statistica dei dati sperimentali con il software SPSS 13. 
Tale programma effettua l'analisi statistica dei livelli di espressione facendo uso di un 
test ANOVA sui  valori logaritmici delle quantificazioni relative. I confronti tra le medie 
sono stati condotti usando il test di LSD (minima differenza significativa) con una 
soglia di significatività per P < 0.05.  
Le figure 3.8 e 3.9 mostrano le espressioni temporali dei tre geni oggetto di studio 
rispettivamente nel tiglio e nel kenapulo.  Le espressioni relative dei geni a 60 e 90 
giorni dopo la semina sono riportate rispetto alla loro espressione a 30 giorni che per 
comodità di lettura è stata posta uguale a 100.  
I risultati mostrano che nel tiglio i geni della lignina aumentano loro espressione con il 
tempo stabilizzandosi tra 60 e 90 giorni , infatti non esistono differenze 
statisticamente significative tra l’espressione sia del c4h che del cad a 60 e 90 giorni 
dalla semina mentre l’espressione di tali geni tra 30 e 60 giorni aumenta di 10 volte. Il 
  40 
gene CeSA mostra nel tilgio una espressione pressoché costante nel tempo anche 
se si è registrata una massima espressione a 60 giorni Inoltre come è possibile 
osservare dalla figura 3.9 l’espressione e 90 giorni non è significativamente differente 
dalle espressioni a 30 e 60 giorni, infatti il suo valore medio è posizionato al centro 
delle due. 
Nel kenapulo lo studio dell’espressione temporale dei geni, invece, ha mostrato per i 
geni della lignina in generale una diminuzione significativa nel tempo. L’espressione 
a  60 giorni del c4h mostra una diminuzione di un fattore 10 rispetto alla sua stessa 
l’espressione a 30 giorni per poi riavere a 90 giorni una espressione non 
significativamente differente da quella a 30 (fig. 3.10). Per il gene cad  invece si è 
registrata la stesa diminuzione di un fattore 10 dell’espressione a 60 giorni rispetto a 
quella a 30 ma a 90 giorni tale e espressione rimane sempre bassa e non  
significativamente differente da quella registrata a 60 giorni.  
Per  quanto riguarda l’andamento dell’ espressione nel tempo del gene CeSA, si può 
notare (Fig. 3.9) che il gene ha un picco di espressione a 60 giorni dalla semina, che 
supera di 10 volte il livello di espressione registrato a 30 giorni, e poi una significativa 
diminuzione a 90 giorni dalla semina laddove si registra una espressione 100 volte 




3.2.3 QUANTIFICAZIONE DELLA CELLULOSA E DELLA LIGNINA NEL TIGLIO 
E NEL KENAPULO. 
 
Al fine di correlare le espressioni temporali dei geni studiati con le quantità di lignina 
e cellulosa realmente presenti nei due tessuti analizzati, sono state condotte analisi 
di quantificazione dei bio-polimeri in entrambi i tessuti.  
La tabella 3.4 riporta le quantità medie di cellulosa e di lignina, espresse in mg g-1 di 
tessuto secco, sia nel tiglio che nel kenapulo a 30, 60 e 90 giorni dalla semina.  Ogni 
quantificazione è stata ripetuta su tre piante ed anche in questo caso le piante sono 
state allevate in camera di crescita alle stesse condizioni
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3.3 MESSA A PUNTO DI UN PROTOCOLLI PER 
DIFFERENZIAMENTO IN VITRO, MASSIVA PROPAGAZIONE E 
TRASFORMAZIONE GENETICA DEL KENAF. 
 
3.3.1 DIFFERENZIAMENTO IN VITRO DI TESSUTI DI KENAF 
 
In un primo esperimento foglie cotiledonari di kenaf prelevate a 10 giorni dalla 
semina sono state poste su piastre contenenti  tre terreni di coltura rispettivamente 
denominati  “R” , “T” e “MN”  differenti tra loro solo per i tipi di ormoni e le loro 
concentrazioni avendo tutti di base il substrato MS. 
Per ogni terreno saggiato sono state monitorati il numero di germogli per espianto, la 
formazione di radici e di callo e la sopravvivenza degli espianti stessi. La raccolta dei 
dati è avvenuta sempre a 28, 56 e 84 giorni dall’inizio dell’esperimento, Tranne per il 
terreno MN per il quale si è fermata a 56 giorni per l’abbondanza di produzione di 
radici. Gli espianti sono stati posti su substrato fresco ogni 14 giorni fino al 42° 
giorno, per poi essere posti su mezzo MS senza ormoni il quale è stato cambiato 
ogni 21 giorni. Le tabelle 3.5, 3.6 e 3.7 mostrano i dati raccolti per ogni terreno 
saggiato sia sulle foglie cotiledonari sia della cultivar Dowling sia su quelle della 
cultivar SF459. Le figure 3.10, 3.11 e 3.12 mostrano i calli formatisi a seguito del 
trattamento con i tre differenti terreni. 
Le foglie cotiledonari delle due cultivar sono state poste a contatto con i tre terreni 
analizzati  per 42 giorni ed i terreni sono stati rinnovati ogni 14 giorni.  
Altri due terreni nominati B e NT sono stati saggiati sia su foglie cotiledonari sia su 
ipocotili di kenaf  prelevati a 10 giorni dalla semina di entrambe le cultivar Dowling e 
SF459. Le composizioni ormoniche dei due terreni sono sempre riportate in tabella 
2.1. I risultati, monitorati a 28, 56 e 84 giorni, sono riportati nelle tabelle 3.8 e 3.9 per 
entrambi i tipi di espianti delle due cultivar. Anche in questo caso, gli espianti sono 
stati posti sui terreni per 42 giorni ed il terreno è stato cambiato ogni 14 giorni per poi 
essere posti su mezzo MS senza ormoni il quale è stato cambiato ogni 21 giorni.  
Le figure 3.13 e 3.14 mostrano alcuni espianti risultanti da tali esperienze. 
Il callo presente nei tessuti posti sui terreno NTA e B è di tipo verde e compatto 
 
 
3.3.2 EFFETTO DEL PICLORAM (ACIDO 4-AMINO-3,5,6-TRICLOROPYRIDIN-2-
CARBOSSILICO) SU IPOCOTILI E FOGLIE COTILEDONARI DI KENAF  
 
Al fine di saggiare la capacità di dare embriogenesi somatica del Picloram sono state 
poste foglie cotiledonari ed ipocoltili prelevati da piantine di 7 giorni di kenaf, cultivar 
Dowling, su tre terreni liquidi contenenti rispettivamente picloram alla concentrazione 
di, 1, 5 e 10µM, in aggiunta ai Sali MS e 30 g l-1di saccarosio.  Tali terreni sono stati 
cambiati dopo 30 giorni e dopo 45 giorni sono stati raccolti i dati.  La tab. 3.10 riporta 
tali dati. Espianti di cotiledoni e di ipocotili posti su tereno MS 30 hanno funto da 
controlli negativi.  
A nessuna delle tre concentrazioni su nessun tipo di espianto è stato osservato 
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3.3.3 MASSIVA PROPAGAZIONE IN KENAF 
 
Sono stati condotti esperimenti per la produzione di gemme multiple in kenaf a 
partire da gemme preesistenti. Come agente di induzione alla proliferazione di 
gemme è stato usato il  TDZ. 
Semi delle culrtivar Dowling e SF459 sono stati posti su terreni di MS e saccarosio 
contenenti Thidiazuron alla concentrazione di 1, 5 e 10 µM e sono stati lasciati per 14 
o per 28 giorni. La tabella 3.11 mostra le medie e le deviazioni standard per ogni 
combinazione di TDZ, cultivar e numero di giorni nell’induzione delle gemme multiple 
L’analisi statistica dei dati ha mostrato che non ci sono differenze significative né tra 
le due cultivar (Dowling e SF459) né tra i due tempi di esposizione (14 e 28 giorni), 
bensì l’unica differenza statisticamente significativa è rappresentata dalle diverse 
concentrazioni di TDZ.  Infatti alla concentrazione più alta entrambe le cultivar 
producono più gemme per ogni seme. 
Le figure 3.15 e 3.16 mostrano le gemme multiple prodotte da semi delle cultivar 
Dowling e SF459  su terreno contenete TDZ alla concentrazione di 10µM dopo 28 
giorni dalla semina.  
A seguito di questi risultati gli esperimenti di trasformazione genetica in kenaf, sono 
stati eseguiti su gemme multiple. 
 
 
3.3.4 TRASFORMAZIONE GENTICA DEL KENAF 
 
3.3.4.1 PROVE DI RESISTENZA ALL’ANTIBIOTICO  
 
Al fine di conoscere la concentrazione di kanamicina alla quale gli embrioni di kenaf  
non sopravvivono, i semi di kenaf, previamente sterilizzati in assenza di kanamicina 
sono stati fatti germinare,  in terreno MS a concentrazioni crescenti di kanamicina. Le 
foto 3.17, 3.18.e 3.19 mostrano lo sviluppo dei germogli di kenaf a 7 giorni dalla 
semina rispettivamente a 100, 200 e 300 mg l-1 di kanamicina. Si rileva che la 
quantità di kanamicina alla quale i germogli non si sviluppano è di 300 mg l-1, anche 
se a tutte le concentrazioni saggiate i semi sono comunque germinati. 
 
 
3.3.4.2 ESPERIMENTI DI TRASFORMAZIONE GENETICA MEDIANTE 
CANNONE GENETICO  
 
Sono state eseguite due tipologie di trasformazione genetica di kenaf mediante 
l’utilizzo del cannone genetico: la prima ha previsto lo sparo del plasmide P35SGUS-
INT, su espianti di Kenaf ottenuti da germinazione di semi, previamente sterilizzati ed 
inbibiti per una notte, tagliati a metà in senso longitudinale e fatti crescere per 24 ore 
su substrato TDZ10. 
Sono state eseguite entrambe le strategie di sparo descritte nella sezione materiali e 
metodi  
Dopo entrambe le strategie di sparo gli espianti sono stati lasciati per 24 ore in 
terreno TDZ10. Poi sono stati trasferiti su piastre contenti lo stesso terreno ma con 
aggiunta di  Kanamicina alla concentrazione di 300 mg l-1.  Dopo 21giorni tale terreno 
è stato sostituito da terreno MS fresco tale operazione è stata ripetuta dopo altri 
21giorni. 
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E’ stato eseguito, 14 giorni dopo lo sparo, un saggio istochimico GUS per stimare 
l’espressione del transgene . La tabella 3.12 mostra i risultati di tale esperimento  
La seconda tipologia ha previsto lo sparo del plasmide P35SGUS-INT, su embrioni di 
Kenaf presenti all’interno dei semi. 60 semi sono stati previamente sterilizzati ed 
imbibiti, poi tagliati a metà longitudinalmente in modo da avere 120 espianti per 
ognuna delle due cultivar  e posizionati al centro delle piastre di Petri,  in un cerchio 
di 2 cm di diametro, contenenti il substratoTDZ10. Su di essi è stata eseguita la 
trasformazione biolistica con la strategia del focalizzatore ma con la variante, rispetto 
al protocollo utilizzato ijn precedenza, di un solo sparo per piastra.  
Dopo 14 giorni dalla sparo è stato eseguito un saggio istochimico GUS per saggiare 
la trasformazione avvenuta  
La tabella 3.13 mostra i risultati, monitorati nel tempo, di tale esperimento ed i 
risultati del saggio gus. 
I dati di entrambi i due esperimenti indicano che il metodo del cannone genetico non 
è efficace per una trasformazione del Kenaf. 
 
 
3.3.4.3 ESPERIMENTI DI TRASFORMAZIONE GENETICA MEDIANTE 
AGROBATTERIO 
 
E’ stata effettuata una cocultura su embrioni di Kenaf. 50 semi per ogni cultivar, dopo 
essere stati sterilizzati ed imbibiti, sono stagliati a metà longitudinalmente e dopo 20 
minuti di immersione in agrobatterio ceppo AT8, sono stati trasferiti con il lato tagliato 
su substrato TDZ10 al buio per 48 ore a 27°C. L’agrobatterio usato è stato il ceppo  
AT8. 
Un saggio istochimico GUS è stato effettuato su 5 semi per coltivar 14 giorni dopo la 
co-coltura . Le figure 3.20 e 3.21 mostrano il risultato del Saggio GUS 
La tabella 3.14 riporta i dati raccolti per tale esperimento 
 
 
3.3.4.4 CO-COLTURA SU EMBRIONI DI KENAF CON AT8 
 
E’ stata effettuata una nuova co-coltura su embrioni di kenaf utilizzando come ceppo 
di agrobatterio l’AT8 e utilizzando l’acetosiringone in concentrazione 200µM oltre che 
nel substrato di co-coltura anche nel substrato di germinazione per aumentare la 
capacità dell’agrobatterio di infettare la pianta. L’acetosiringone è stato aggiunto alla 
soluzione di MS liquido con l’AT8 2 ore prima di effettuare la co-coltura.  
Gli espianti utilizzati sono stai 200 semi per Dowling  e 200 semi per SF459. Come 
controllo negativo sono stati  usati 10 semi per ogni cultivar cocoltivati con acqua 
sterile al posto della soluzione contenente l’agrobatterio e come controllo positivo 
sono state utilizzati 20 espianti di foglie di tabacco della cultivar Samsun cocoltivate 
con AT8 e poi messe in mezzo di differenziamento per il tabacco. 
I semi dopo la co-coltura sono stati trasferiti in piastre contenenti il substrato TDZ10 
ed acetosiringone alla concentrazione di 200µM  e messi a 27°C ed al buio per 48 
ore. 
Dopo 7 giorni è stato effettuato un saggio GUS su 5 germogli per cultivar e tutti 
sonno risultati positivi (Fig 3.21). 
La tabella 3.15 mostra i risultati di tale co-coltura. 
A tre mesi da questa co-coltura sono sopravvissuti 2 germogli per cultivar SF459 e 3 
per la Dowling cresciuti in presenza di kanamicina 300mg l-1.  Su di essi è stato di 
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nuovo eseguito il saggio istochimico gus e somno risultati positivi ad esso 3 germogli 
della cultivar Dwling ed 1 della SF459. Non è stao possibile studiare inseguito questi 
germogli poiché essi sono morti a causa di un inquinamento fungino. 
 
 
3.3.4.5 CO-COLTURA SU EMBRIONI DI KENAF CON AGROBATTERIO AT18  
 
E’ stata effettuata una co-coltura di embriioni utilizzando il ceppo di AT18  Sono stati 
500 espianti per ognuna delle cultivar e come controllo negativo 20 espianti per 
cultivar.  
Dopo 7 giorni è stato condotto un saggio istochimico GUS su 5 espianti per cultivar. 
La figura 3.22 mostrano i risultati di tale saggio. La tabella 3.16 riporta i dati di tale 
co-coltura 
A tre mesi da questa co-coltura sono sopravvissuti 0 germogli per cultivar SF459 e 8 
per la Dowling cresciuti in presenza di kanamicina 300mg l-1.  Su di essi è stato di 
nuovo eseguito il saggio istochimico gus e solo uno di loro è risultato ancora positivo 
(Fig. 3.23). Tale germoglio, nominato TRS, è stato trasferito in vivo in serra. Dalle 
foglie di esso è stato estratto DNA genomico ed usato come stampo in una reazione 
di amplificazione di PCR con primer specifici per il gene gus. Il risultato di tale analisi 
è visibile in figura 3.24. 
I cloni di questa pianta ottenuti per micropropagazione in vitro di talea internodale 
sono ora in crescita in serra affinché possano produrre seme per i futuri studi di 
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4. DISCUSSIONE 
 
4.1 CLONAGGIO E STUDIO D’ESPRESSIONE DEI GENI DELLA 
BIOSINTESI DELLA CELLULOSA E DELLA LIGNINA 
 
Questa ricerca rappresenta il primo studio genomico e trascrittomico in kenaf che ha 
come fine quello di gettare le basi per individuare un approccio biotecnologico per il 
miglioramento genetico della qualità e della quantità delle fibre prodotte dalla pianta 
per poter, in un futuro, migliorarle rendendole più idonee a specifici usi industriali.  
Fino ad oggi, infatti, per il miglioramento quali-quantitavivo delle fibre di kenaf sono 
stati compiuti soltanto studi di stampo agronomico e biochimico.  
Dapprima gli studi di tipo biochimico per la maggior parte volti a conoscere la 
struttura delle fibre di kenaf, siano esse del tiglio che del kenapulo, si sono soffermati 
all’investigare le componenti molecolari tipiche di queste fibre. Ad esempio gli studi di 
Seca et. al. (1998) hanno determinato prima la composizione alifatica del tiglio e del 
kenapulo e poi la caratterizzazione strutturale di 2 lignanammidi estratti dalle fibre del 
tiglio di keanf. Un altro studio nel quale fu ritrovato che la lignina del kenaf è molto 
diversa da quella delle altre dicotiledoni ha fatto crescere l’attenzione per le fibre di 
questa pianta (Ralph et. al.,  1996). 
Infatti nella lignina di quasi tutte le dicotiledoni vi è un rapporto piuttosto uniforme tra 
la componete siringilica e quella guacilica mentre nella lignina estratta dalle fibre di 
kenaf tale rapporto è uguale a 6 (Ralph et. al.,  1996).  
Approcci di tipo agronomico invece si sono soffermati a studiare l’influenza delle 
tecniche agronomiche sulla produzione e sulla qualità della fibre del kenaf. Studi fatti 
negli USA nella seconda metà degli anni novanta hanno messo in evidenza la 
correlazione tra la maturità delle piante e la qualità e la quantità di fibra prodotta 
durante la loro crescita mostrando che la produzione di fibra risulta massima tra i 60 
ed i 120 giorni dalla semina (Webber, 2002). Altri studi hanno messo in correlazione 
la quantità e qualità di fibra prodotta con la densità di semina (Higgins, et. al., 1969.) 
dimostrando che un optimum per la qualità della fibra si ottiene con una densità di 
impianto che varia tra le 185.000 e le 375.000 piante per ettaro. Ancora è stata 
studiata la qualità e la produzione di tiglio in relazione ai regimi idrici ed al periodo di 
raccolta (Villar et. al., 2001).   
Tutti questi e altri studi di approccio agronomico hanno permesso di capire le 
esigenze pedoclimatiche della specie e quindi di poter coltivare tale pianta ricavando 
buone rese di fibra sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo. 
Gli unici studi fatti per migliorare la produzione quali-quantitativa delle fibre con un 
approccio di miglioramento genetico classico furono quelli eseguiti tramite incroci che 
hanno prodotto, a partire dagli anni ’60, nuove cultivar come Everglades41, 
Everglades71 che producevano sempre più massa nel fusto a discapito della parte 
fogliare (Wilson et. al.,  1965). Nella metà degli anni ’90 si arrivò , sempre tramite 
tecniche di miglioramento genetico classico, alla produzione delle odierne cultivar 
come SF459, Tainung2 ecc. sempre con più alte rese di fibra per ettaro (Cook et. al., 
1995).  
Altri studi su kenaf che hanno previsto un approccio con marcatori molecolari del 
DNA per il miglioramento gentico sono stati quelli di correlazione tra le differenze 
morfologiche e quelle genetiche delle varie cultivar  fatti con marcatori molecolari 
AFLP (Cheng et. al., 2004) e RAPD (Cheng et. al., 2002) che hanno permesso di 
raggruppare in cluster le varie cultivar indicando le distanze genetiche esistenti tra 
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esse e di tracciare per ognuna un profilo elettroforetico che ne permette la distinzione 
dalla altre. 
A tutt’oggi approcci biotecnologici volti al miglioramento della qualità e della quantità 
della fibra di kenaf non sono mai stati eseguiti. Lo scopo del presente lavoro è stato 
quello di clonare sequenze geniche dei geni maggiormente coinvolti nella biosintesi 
della cellulosa e della lignina di kenaf, molecole coinvolte nella formazione delle fibre, 
per poi poterne studiare l’espressione temporale nel tiglio e nel kenapulo.  
La via bio-sintetica della lignina è stata ampiamente studiata in diverse specie 
vegetali per la rilevanza economica che le conoscenze ricavate dai risultati di tali 
studi potrebbero avere sull’industria della carta. Infatti per la produzione di carta di 
alta qualità c’è bisogno di estrarre la lignina dalla polpa di legno (delignificazione), 
processo che richiede largo uso di agenti chimici pericolosi per l’ambiente e di 
energia e che quindi eleva i costi di produzione (O’Connell et al., 2002). 
Grazie agli studi eseguiti, in baca dati oggi esistono le sequenze nucleotidiche dei 
geni della biosintesi della lignina clonati in diverse specie. Lo studio dell’attività 
enzimatica degli enzimi codificati da tali geni clonati  rende possibile un quadro 
abbastanza chiaro del ruolo giocato dai singoli enzimi coinvolti nella biosintesi di 
questa macromolecola.  
Le banche dati rappresentano il materiale sperimentale della bioinformatica. Esse 
possono essere classificate in quattro grosse categorie: Banche Dati di biosequenze; 
Banche Dati genomiche; Banche Dati di espressione genica e Banche Dati di 
proteomica. La Banca Dati del National Center for Bioinformaic Information, 
comunemente chiamata NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov ), è il classico e più importante 
esempio di database per gli studi computazionali in biologia molecolare, in cui sono 
sviluppati programmi appositi per l’analisi delle sequenze genomiche in essa 
presenti.  
Grazie alle sequenza nucletidiche  reperibili in banca dati è stato per noi possibile 
usare un approccio bio-informatico  per disegnare primer utili all’isolamento di 
sequenze geniche dei geni della biosinetesi della lignina e della cellulosa in kenaf. 
Due software disponibili in rete il cui nome è T-coffee 
(http://www.es.embnet.org/Services/MolBio/t-coffee/) e clustal W 
(www.ebi.ac.uk/clustalw/) permettono di allineare 2 o più sequenze fornendo un file 
in output che, anche grazie a una differente scala di colori, permette di identificare le 
zone altamente identiche tra le sequenze allineate. Con tali software si è proceduto 
ad allineare le sequenze dei geni della biosintesi della lignina e della cellulosa già 
clonati nelle altre specie vegetali reperibili dalla baca dati del NCBI. L’analisi in silico 
degli allineamenti ha mostrato che essi hanno delle zone nelle quali esiste un 
altissima identità di sequenza. Ipotizzando che tali zone siano quelle più conservate 
si è proceduto a disegnare su esse coppie di primer utilizzabili nelle future 
amplificazioni in vitro sia sul DNA sia su cDNA. Sono stati scelti, per la biosintesi 
della lignina, i geni codificanti per gli enzimi c4h (cinnamato 4-idrossilasi), 4cl (4-
coumarato:CoA-ligasi), ccr (cinnamil-CoA ossidoreduttasi) e cad (cinnamil-alcool- 
deidrogenasi). La scelta è caduta su questi geni perchè essi rappresentano nodi 
cruciali nella biosintesi dei monolignoli dalla cui polimerizzazione si forma la lignina. 
Infatti studi su piante trangeniche, o mutanti, per uno o più dei geni citati hanno 
mostrato anomalie sia nella quantità della lignina che nel tipo di lignina prodotta in 
differenti specie. La sottoespressione del gene c4h in tabacco (Nicotiana tabacum), 
ad esempio, ha mostrato un riduzione dei residui siringilici tra i fenilpropanoidi della 
lignina derivante dalla riduzione dell’alcol sinapilico  (Dixon et. al.,  2001), mentre la 
sottoespressione del gene 4cl provoca una diminuzione significativa della quantità di 
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lignina non solo in tabacco ma anche in Arabidopsis (Hu et al., 1999). Lo stesso 
gene 4cl se ipoespresso in piante di pioppo oltre a provocare una significativa 
diminuzione di lignina nei fusti provoca anche un aumento del 15% della cellulosa 
(Hu et al., 1998).  Inoltre altri studi dimostrano che la sottoespressione del gene c4h 
riduce sensibilmente la produzione di lignina in pino (Anterola et. al., 1999) 
mostrandosi un punto limitante nella produzione di lignina. 
Studi eseguiti  in tabacco mostrano che esiste una correlazione tra la repressione del 
gene ccr e l’aumento del rapporto tra l’unità siringilica e l’unità guacilica all’interno 
della lignina (rapporto S/G della lignina) dovuta ad una diminuzione della frazione 
guacilica (Piquemal et al., 1998), mentre un mutante difettivo per lo stesso gene in 
Arabidopsis provoca una diminuzione del 50 % di lignina nel fusto della pianta (Jones 
et. al., 2001). La repressione del gene cad provoca, invece, l’incorporazione 
all’interno della lignina dei residui aldeidici (coniferaldeide e sinapilaldeide)  al posto 
dei rispettivi alcoli cinnamoilici di cui sono precursori (coniferilico e sinapilico), non 
solo in tabacco ma anche in pioppo (Ralph et al.,  2001). Anche se la quantità di 
lignina rimane inalterata nei mutanti recessivi per il gene cad in alberi come pino o 
pioppo, la sostituzione degli alcoli con i residui aldeidici provoca una più facile 
delignificazione della polpa  per cui si usano minori quantità di agenti chimici 
pericolosi e viene utilizzata una quantità di energia minore a parità di quantità di 
cellulosa estratta (Dimmel et al.,  2001). 
Per ognuno dei 4 geni presi in esame sono state disegnate diverse coppie di primer 
poi utilizzate nelle analisi di amplificazione in vitro del DNA e del cDNA. Tali analisi di 
amplificazione hanno mostrato la presenza di ampliconi che sono stati 
successivamente clonati in vettori di clonanggio per poi essere sottoposti a reazione 
di sequenziamento. L’analisi in silico delle sequenze nucleotidiche degli ampliconi 
clonati ha mostrato, per ogni gene, una elevatissima identità con le sequenze degli 
stessi geni di altre specie, principalmente con quelli appartenenti alla famiglia delle 
Malvaceaee confermando la validità dell’ipotesi dell’approccio bio-informatico usato 
per disegnare i primer. Con questa metodologia quindi siamo riusciti ad avere i 
parziali dei geni su citati. 
Per quanto riguarda, invece, la via biosintetica della cellulosa, ci si è soffermati sullo 
studio della famiglia dei geni CeSA (cellulosa sintasi) i cui membri codificano per 
proteine trasnmembrana capaci di catalizzare reazioni che portano alla formazione 
catene di β1-4 glucosio, a partire da monomeri di UDP-glugosio. 
E’ noto che di questi geni ce ne sono diverse isoforme nelle varie specie vegetali, ad 
esempio in Arabidopsis sono stati ritrovati più di 10  geni CeSA (Hollad et. al., 2000), 
8 in mais (Appenzeller et al., 2004) e 7 in pioppo (Joshi et al., 2004),  ed ogni 
isoforma è deputata ad una funzione precisa o più isoforme costituiscono gruppi che 
presiedono alla stessa funzione. Studi in Arabidopsis,  la cui conoscenza del genoma 
rende più facili gli studi sui fenotipi alterati, mostrano che i mutanti difettivi per una 
isoforma (CeSA1) sono affetti da mortalità embrionale (Beekman et. al., 2002) 
questo a sottolineare l’importanza di alcuni geni della famiglia genica CeSA. Altri 
invece, forse meno importanti per la vitalità della pianta, se mutati (CeSA6) 
producono ipocotili poco elongati e scuri (Desnos et. al., 1996) ma questi fenotipi 
possono revertere per l’espressione di altri geni CeSA che viene indotta dalla 
mutazione stessa. 
Anche per il clonaggio della sequenza genica del gene CeSA  è stata utilizzata la 
stessa procedura seguita nel clonaggio delle sequenze geniche dei geni della 
biosintesi della lignina. L’analisi di sequenziamento ha mostrato un elevata identità 
con una delle due isoforme del gene CeSA di Gossypium hirsutum specie 
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appartenete anch’essa alla famiglia delle malvacee. In cotone (Gossypium hirsutum) 
è nota l’esistenza di due isoforme di CeSA GhCeSA1 e GhCeSA2, la sequenza da 
noi clonata è un elevata identità con l’isoforma GhCeSA1 che in cotone codifica per 
un enzima transmembrana che catalizza la formazione di catene di β-1-4-glugosio a 
partira da UDP-Glugosio( Dolbin et al., 2002). 
Avendo a disposizione, per ogni gene parzialmente clonato, sia la sequenza di DNA 
sia quella di cDNA è stato possibile capire l’eventuale presenza di introni in ognuno 
ed effettuare una traduzione in silico dei cDNA.  
Nella fase successiva è stato effettuato l’allineamento amminoacidico tra le 
sequenze clonate e tradotte, e quelle già sequenziate in altre specie e presenti in 
banca dati. Il risultato di tale confronto, ha ribadito l’alta percentuale di identità tra le 
sequenze amminoacidiche derivanti dalla traduzione dei cDNA e le sequenze 
amminoacidiche delle stesse proteine di altre specie, principalmente appartenenti 
alla famiglia delle Malvaceaee ribadendo di fatto la validità della nostra ipotesi. 
Il passo successivo è stato quello di studiare l’espressione relativa delle sequenze 
geniche clonate all’interno dei due tessuti della pianta di interesse industriale,  tiglio e 
kenapulo.  A tal fine sono stati disegnati sulla base delle sequenze nucleotidiche di 
ogni sequenza clonata coppie di primer utilizzabili nelle reazioni di PCR quantitativa. 
Lo studio di espressione relativa è stato ristretto a due sequenze appartenenti alla 
via biosintetica della lignina ed una a quella della cellulosa. Il controllo endogeno di 
questo studio è stato fatto da una isoforma di actina2 di kenaf che, grazie alla 
procedura sin qui descritta, è stata clonata, sequenziata e su di essa sono stati 
disegnati prime per la PCR quantitativa. 
Per quanto concerne la via biosintetica della lignina si è scelto di studiare i geni c4h e 
cad, posti rispettivamente all’inizio ed alla fine della biosintesi dei monolignoli, poiché 
entrambi, anche se per motivi differenti, sono enzimi chiave di tale via biosintetica.  
Infatti, come mostrato in diversi studi, una strategia per ridurre il quantitativo di 
lignina nei fusti delle piante è stata la ipoespressione dei geni che potenzialmente 
codificano per enzimi che sono tappe limitanti della biosintesi dei monolignoli 
(Baucher et al., 1998, Boerjan et. al., 2003). 
La sottoespressione del gene c4h, del quale sono state osservate in diverse specie 
(erba medica, fagiolo, tabacco) solo due isoforme, con il meccanismo del RNA 
antisenso ha portato ad una proporzionale diminuzione della lignina (Sewalt et al., 
1997) senza incidere significativamente sulla morfogologia e sulla crescita delle 
piante quindi è considerato un punto limitante della via biosintatica della lignina. 
Una tappa limitante nella via biosintetca della lignina è sicuramente anche definita 
dall’enzima fenilalanina liasi (PAL) la cui sottoepsressione anch’essa ha mostrato 
una diminuzione nel contenuto di lignina, ma a differenza del c4h esso non è un 
enzima strettamente correlato alla biosintesi della lignina perché il suo prodotto è un 
precursore di un range di composti fenolici e quindi una manipolazione genetica della 
PAL ha mostrato effetti pleiotropici (Sewalt et al., 1997) riducendo non solo il 
quantitativo di lignina ma provocando riduzione della crescita delle piante. 
Per quanto concerne invece il gene cad, gli studi citati in precedenza hanno mostrato 
che una sottoespressione di esso provoca una differente tipologia di lignina la cui 
presenza nel legno della pianta rende più facile il processo di estrazione della 
cellulosa dalla polpa di legno (Ralph et al.,  2001).  
Per la via biosintetica della cellulosa è stata studiate l’espressione temporale del 
gene CeSA.  
Le analisi di espressione temporale per tutti e tre i geni sopra citati è stata eseguita 
sia nel tiglio che nel kenpulo di piante a 30, 60 e 90 giorni dalla semina. I  cDNA sono 
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stati prodotti  per retrotrascrizione degli RNA totali estratti sempre dalla stessa 
porzione di fusto. In particolar modo si è scelto di prelevare i due tessuti tra il decimo 
ed il diciassettesimo centimetro del fusto di kenaf a partire dal colletto. In tal modo, 
essendo la crescita delle piante apicale, ai tre stadi fenologici individuati la porzione 
di fusto in esame dovrà essere sempre differente per composizione e 
differenziamento cellulare. 
I risultati di tale studio mostrano andamenti diversi nel tiglio e nel kenapulo. Nel tiglio 
le espressioni dei tre geni mostrano un aumento nel tempo con una stabilizzazione a 
60 giorni. Questi dati ci inducono a pensare che la lignina nel tiglio aumenta con il 
passare del tempo, ciò è in accordo con precedenti studi (Lam  et. al.  2003), eseguiti 
per determinare la struttura delle pareti cellulari delle fibre del tiglio e del  kenapulo, 
nei quali è riportato che durante la maturazione della pianta la cellulosa e la lignina 
aumentano significativamente sia nel tiglio che nel kenapulo. Non deve indurre in 
errore il risultato dell’espressione temporale del gene CeSA poiché anche se si può 
notare che esso ha un picco di trascrizione a 60 giorni, il livello di trascrizione del 
gene resta anche a 90 giorni pressoché uguale a quella registrata a 60 e 30 
permettendo quindi di ipotizzare un accumulo e quindi un aumento anche di questo 
polimero nelle pareti cellulari costituenti del tessuto in esame. A supporto di tale 
ipotesi giungono i dati della quantizzazione della lignina e della cellulosa che nel 
tiglio mostrano un aumento significativo della lignina con il procedere della 
maturazione della pianta, tutto ciò in accordo con i risultati dello studio di Lam (2003). 
La quantizzazione del contenuto della cellulosa eseguita da noi nello stesso tessuto, 
mostra però una relazione lineare tra la maturazione della pianta ed una significativa 
diminuzione della cellulosa: ciò non è in accordo sia gli studi riportati in letteratura ( 
Lam et al.,  2003, Morrison et al.,  1999) sia con l’espressione registrata nel nostro 
studio che, come già esposto, indurrebbe a pensare ad un aumento del polimero 
all’interno del tiglio.  
Nel kenapulo, invece, i geni della lignina mostrano una diminuzione di espressione 
nel tempo mentre il gene CeSA ha lo stesso andamento del tiglio ma la decrescita a 
90 giorni e decisamente più marcata. 
Le diminuzioni dell’espressione registrata per i due geni della biosintesi della lignina 
nel kenapulo sembrano in contrasto con le quantità medie di lignina estratte ai tre 
stadi fenologici, le quali indicano un aumento della quantità di tale polimero nel 
kenapulo con il passar del tempo. Tale aumento è in accordo con i dati riportati in 
letteratura ( Lam et al.,  2003). Il fatto che ad un aumento della quantità di lignina nel 
tessuto non corrisponda un aumento dell’espressione dei geni coinvolti nel patway di 
formazione dei monolignoli potrebbe sembrare un controsenso ma altri studi 
(Morrison et al., 1999) hanno dimostrato che in kenaf c’è un aumento massimo della 
lignina nei primi 60 giorni dalla semina quindi è plausibile che l’espressione di tali 
geni sia massima nelle prime decine di giorni dopo la semina, per cui le espressioni 
degli stessi geni in altri periodi di vita della pianta se confrontate con quelle dei primi 
stadi risultino ovviamente inferiori. 
Per quanto concerne l’andamento dell’espressione del gene CeSA, esso è in 
accordo con i dati della quantizzazione della cellulosa fatta nel kenapulo dai quali si 
evince che a 90 giorni c’è un calo significativo della quantità di cellulosa nella parete 
cellulare delle cellule del kenapulo, ma è in contrasto con i dati della letteratura che 
riportano un aumento della cellulosa nel tempo (Lam et al., 2003).  
Una peculiarità emerge da questo studio se si esaminano i dati delle analisi 
quantitative dei polimeri nei due tessuti. La cosa interessante è che nel kenapulo la 
quantità di cellulosa non ha differenze statistiche nei primi due stadi mentre 
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diminuisce significativamente nel terzo a vantaggio di un aumento della lignina che 
ha un andamento opposto mostrando una relativa similitudine tra i dati a 30 e 60 
giorni e poi una un aumento più marcato a 90. Tale peculiarità potrebbe essere 
ricondotta alle condizioni di crescita a cui è stata sottoposta la pianta. Infatti mentre 
in tutti gli studi riportati sinora (Lam et al.,  2003, Morrison et al., 1999, Nashimura et 
al., 2002 ) le piante sono cresciute in campo nel nostro studio esse sono allevate in 
camera di crescita,  e ciò ha potuto provocare un rallentamento della crescita delle 
stesse, poiché le camere sono a temperatura oscillante tra i 24°C ed i 20°C mentre 
l’optimum per lo sviluppo della pianta è intorno ai 27°C, (Bitzer et al., 2000) 
diminuendo di fatto la produzione di cellulosa.  
Negli ultimi anni più studi sono stati fatti circa la composizione dello stelo del kenaf 
per e le modificazioni dei contenuti di cellulosa e di lignina durante la maturazione 
della pianta, uno studio mostra che con l’aumentare dell’altezza della pianta 
diminuisce il contenuto di lignina presente nello stelo e che la lignina contenuta nel 
tiglio è sempre minore di quella contenuta nel kenapulo (Nashimura et al.,  2002) se i 
campioni vengono prelevati dalla stessa porzione di fusto.  Anche con questo ultimo 
dato i risultati ottenuti da noi sono in contrasto, infatti nel nostro studio abbiamo 
dimostrato che in tutti e tre gli stadi fisiologici indagati il contenuto medio di lignina 
nel tiglio è superiore nei confronti di quello del kenapulo. Questa differenza tra i 
risultati degli studi precedenti ed i nostri oltre a poter essere spiegata con la crescita 
della pianta in condizioni non ottimali che potrebbe indurre una lignificazione più 
spinta, potrebbe essere anche correlata con il genotipo stesso della pianta. Va 
ricordato infatti che la cultivar da noi studiata, la Dowling, non è stata mai oggetto 
degli studi riportati, ed essa è nota proprio per due caratteristiche fondamentali: 
l’elevata resa totale di fibra e la più alta percentuale di fibra nel tiglio tra le cultivar in 
commercio.  E’ noto in letteratura che almeno nelle piante arboree la deposizione 
della cellulosa e della lignina nella parete cellulare può essere regolata dalla pianta in 
modo compensativo, come non accade nelle piante erbacee, (Hu et al., 1999). La 
sottoespressione del gene 4cl in pioppo tramite la tecnologia del RNA silencing ha 
portato a piante con una riduzione del 45 % di lignina ma anche con un aumento del 
15 % di cellulosa. Un altro studio (Li et al. 2003) sempre in pioppo ha mostrato una 
riduzione del 40 % della lignina ed un aumento del 14 % della cellulosa quando 
veniva represso il gene 4cl. In entrambi gli studi le piante non avevano fenotipi 
alterati e problemi di crescita. Questi risultati possono indurci a pensare che la bassa 
quantità di cellulosa può essere causata dall’elevata quantità di lignina che abbiamo 
registrato sia nel kenapulo sia nel tiglio. 
Concludendo possiamo dire che il periodo in cui c’è la massima espressione dei geni 
della lignina e della cellulosa nel tiglio è quello che va dalla semina ai primi 60 giorni 
di vita della pianta, nel kenapulo invece la massima espressione dei geni della lignina 
avviene nei primi 30 giorni mentre quella dei geni della cellulosa tra 30 e 60 giorni 
dopo la semina. 
Tali dati ci premettono di comprendere in quali stadi fenologici della vita della pianta 
si ha l’espressione dei geni della biosintesi dei polimeri costituenti le fibre, quindi 
questo studio può essere considerato come un punto di partenza sia per individuare 
in quali stadi si deve intervenire se si vuole modificare il rapporto cellulosa:lignina 
nella pianta sia per comprendere su quali geni bisogna intervenire per un approccio 
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4.2 DIFFERENZIAMENTO IN VITRO, MASSIVA PROPAGAZIONE E 
TRASFORMAZIONE GENETICA DEL KENAF 
 
A fine di trovare un protocollo efficace ed efficiente per la trasformazione genetica in 
kenaf sono stati eseguiti studi volti a trovare un mezzo di differenziamento che a 
partire da un espianto, di un qualsiasi tessuto, della pianta possa produrre 
caulogenesi.  
Il prerequisito per un protocollo  efficiente ed efficace di trasformazione genetica di 
kenaf, come di tutte le angiosperme, è avere un efficiente terreno che induca 
caulogenesi a partire da espianti della pianta matura. Dalla letteratura sono noti 
differenti tentativi di trovare un efficiente terreno di differenziamento in kenaf a partire 
da diversi tessuti quali gemme apicali (Srivatanakul et al.,  2000), da internodi 
(Reichert et al., 1996), da fusto di pianta adulta (McLean et al.,  1992),  ma un 
efficiente protocollo di differenziamento rimane ancora oggi un obiettivo da 
raggiungere. In questo studio abbiamo esaminato la risposta di diversi tessuti della 
pianta di kenaf a differenti terreno che contenevano ormoni quali auxine, citochinine 
e gibereline in diverse concentrazioni ed abbinamenti. In un primo piano 
sperimentale, sono stati analizzati tre differenti mezzi per il differenziamento in vitro 
su tessuti di kenaf. In particolare l’attenzione è stata focalizzata nell’ottenere 
differenziamento a partire da ipocotili e foglie cotiledonari di kenaf.  
Dalla letteratura è noto che le foglie cotiledonari ed i loro piccioli risultano essere 
molto inclini alla formazione di callo quando posti su terreni contenenti auxine e 
citochnine in differenti concentrazioni (Kathun et al.,  2003), da qui la scelta di usarli 
come espianti da saggiare in esperimenti di differenziamento in vitro.  I dati raccolti in 
questo primo piano sperimentale non hanno mostrato la formazione di gemme e 
quindi la caulogenesi ma bensì la formazione di callo friabile o compatto con o senza 
radici.  
Altri due terreni di coltura, nominati B ed NTA, sono stati saggiati per la loro capacità 
di produrre differenziamento. In questo secondo piano sperimentale oltre alle foglie 
cotileonari sono stati saggiati anche ipocotili. E noto che i terreni B (Khatun  et al. 
2003) ed NTA ( Reichert et. al. 1999 patent n° 5,998,207) da noi usati hanno già 
prodotto organogenesi in differenti cultivar di kenaf  come ad esempio: Cubano, 
Everglades 41, Evergladel 71, Tainung 2 e HC-2 a partire da foglie cotiledonari, 
piccioli e porzioni di fusti.  
In particolare il terreno da noi siglato con la lettera B è quello che ha prodotto il più 
alto numero di gemme a partire da dischi di foglie cotiledonari di kenaf della cultivar 
HC-2 (Kathun et al.,  2003). Non va sottovalutato, però, che l’efficienza di 
differenziamento di un terreno è dipendente dalla cultivar utilizzata, motivo per il 
quale si è deciso di saggiare questi due mezzi sulle due cultivar da noi studiate che 
sono differenti da quelle sulle quali sono stati effettuati gli studi sopra citati.  
Sia le foglie cotiledonari sia gli ipocotili sono stati prelevati da piantine di 10 giorni di 
entrambe le cultivar ed i dati furono raccolti fino all’ottantaseiesimo giorno dopo 
l’inizio dell’esperienza. Dopo tale periodo furono riscontrati solo 2 germogli 
provenienti rispettivamente da foglie cotiledonari di Dowling poste su terreno B e da 
foglie cotiledonari di SF459 poste su terreno NTA. Tale risultato, anche se positivo, 
mostra una bassa efficienza del protocollo sia per la minima percentuale di 
differenziamento sia per i tempi di caulogenesi oltremodo lunghi. Sia i tempi lunghi di 
caulogenesi sia la bassa percentuale di differenziamento non sono in accordo con gli 
studi fatti da Kathun et al.,  (2003) nei quali però la cultivar saggiata è stata la HC-2. 
Ciò dimostra che il differenziamento in kenaf è influenzato dalla cultivar. Inoltre i due 
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germogli differenziati da callo, prodotto a partire da foglie cotiledonari, quando sono 
stati posti in terreno MS non mostrarono una facile radicazione (dati on mostrati). 
Questo risultato non è in accordo con gli studi di  Srivatanakul et. al. (2000) nei quali 
è riportato che la radicazione dei germogli di kenaf differenziati da callo non risultata 
difficile da raggiungere indipendentemente dagli ormoni utilizzati nell’induzione alla 
caulogenesi delle foglie cotiledonari. 
In un terzo piano sperimentale sono stati studiati gli effetti del picloram, un erbicida 
impiegato in genere contro infestanti arbustive e legnose, sui tessuti di kenaf. Con 
questo esperimento oltre a l’induzione al differenziamento per morfogenesi si è 
voluto testare la possibilità di differenziamento per embiorgenesi somatica. E’ noto 
infatti in letteratura che il picloram produce embriogenesi somatica in molte specie 
vegetali a partire da differenti tessuti (Dineshkumar et al., 1995, Valverde et al., 
1987, Caula et al., 1983). Non esistono studi effettuati in kenaf in cui è riportato il 
differenziameto per embriogenesi somatica mentre tale fenomeno è riportato in altre 
Malvaceae  in particolar modo in cotone, che risulta la specie più studiata in questa 
famiglia. Infatti l’embriogenesi somatica in cotone è stata riportata sin dagli anni 
ottanta ( Davidonis e Hamilton 1983). Gli studi su tale tecnica sono stati poi 
approfonditi in studi più recenti superando alcune difficoltà come la bassa frequenza 
di embrioni, lo sviluppo anormale degli stessi e la mancanza di elongazione dei 
germogli (Kumria et al., 2003, Wilkins et. al., 2000). Ad oggi, l’unico fattore limitante 
l’alta frequenza di differenziamento per embiorgenesi somatica in cotone è il fatto 
che l’efficienza è dipendente dal genotipo utilizzato (Zhang et al., 2001, Mishra et al., 
2003). In tutti gli studi citati però, il differenziamento per embriogenesi somatica è 
stato ottenuto con terreni nei quali non era presente il picloram ma bensì altri ormoni 
naturali o di sintesi. Studio in cui sì è utilizzato il picloram nel terreno per indurre 
differenziamento per embriogenesi somatica in cotone (specie filogeneticamente 
vicina la kenaf) sono stati condotti da Ganesan (2004 e 2006). In tali studi è stato 
dimostrato che in diverse cultivar di cotone l’uso di picloram a basse concentrazioni 
(1.24 µM) produceva la massima proliferazione di embrioni somatici (Ganesan et al., 
2004) e l’accelerazione della crescita degli stessi (Ganesan et al., 2006). I nostri dati 
non mostrano alcun evento di differenziamento sia su foglie cotiledonari sia su 
ipocotili della cultivar Dowling in nessuna della tre concentrazioni saggiate di 
picloram dopo 30 e 45 giorni di induzione, mostrando una diversa risposta del kenaf 
rispetto al cotone anche per quanto concerne l’embriogenesi somatica. 
Per quanto concerne la massiva propagazione, dalla letteratura è noto l’effetto 
combinato della benziladenina con la kinetina  per l’ottenimento di gemme multiple a 
partire da gemme singole in diverse cultivar di kenaf (Herath et al.,  2004). Questa 
procedura pur fornendo dati confortanti sul numero di gemme prodotte a partire da 
una singola gemma ascellare mostra un tempo di ottenimento di circa 8 settimane. 
Va ricordato inoltre che concentrazioni anche non eccessivamente elevate (1mg l-1) 
di benziladenina aggiunte ad un normale terreno contenete sali di MS, sia in 
presenza di acido naftalenacetico che non, non promuovono né la formazione di 
gemme né la radicazione della stesse ma bensì favoriscono la formazione di callo 
(Zapata et al., 1990). Questo molteplice effetto della benziladenina un sulle gemme 
di kenaf la rende difficilmente utilizzabile per protocolli di massiva propagazione.  
L’uso dell’ormone di sintesi Thidiazuron ha prodotto gemme multiple in differenti 
specie (Hu et al., 1993, Huetteman et al., 1993) mostrandosi efficiente per il relativo 
breve tempo di esposizione con il quale induce la formazione di gemme (Visser et 
al., 1992). Gli studi di Srivatanakul  (Srivatanakul et al.,  2000) hanno mostrato che 
tale ormone di sintesi a basse concentrazioni provoca l’induzione di gemme multiple 
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a partire da una gemma unica di kenaf messa in coltura senza la formazione di callo. 
E’ stato anche provato che l’auxina 2,4 D non aumenta significativamente la 
produzione di gemme e che quindi il TDZ da solo induce la produzione di tali gemme 
(Srivatanakul et al.,  2000).  
In questo studio è stato saggiato l’effetto del TDZ a diverse concentrazioni sugli 
embrioni presenti nei semi di kenaf. 
E’ stato dimostrato che semi posti su terreno con la presenza di TDZ alla 
concentrazione di  10 µM, mostravano una proliferazione di gemme multiple 
significativamente superiore alla quelli posti sui terreni a concentrazione di ormone 
più bassa. Tali gemme non hanno mostrano problemi di radicazione quando sono 
state trasferite in MS. in accordo con gli studi di Huetteman e Preece (1993) nei quali 
è riportato che il TDZ inibisce la produzione di radici in molte specie legnose ma non 
in kenaf.  
Inoltre studi condotti da Srivatanakul et. al., (2000) su kenaf mostrano che questa 
pianta contiene alti livelli di auxine che facilitano la radicazione superando l’effetto di 
inibizione della radicazione provocato dal TDZ.  Srivatanakul et al. (2000) hanno 
anche riportato che  piante di kenaf esposte al TDZ mostrano sono alcune delle 
problematiche tipiche connesse alla presenza di questo ormone nel substrato. Infatti 
gemme multiple di kenaf derivanti dall’induzione di gemme singole con substrati 
contenenti elevati livelli di TDZ mostrano il fenomeno della vitrificazione e della 
formazione di germogli fasciati. Mentre in altre specie gli svantaggi di usare il TDZ 
includono, oltre ai due problemi citati, una diminuzione di allungamento ed una 
difficoltà di radicamento dei germogli (Huetteman e Preece 1993; Lu, 1993).  Nel 
nostro studio nessuno dei problemi citati sia per il kenaf sia per le altre specie è stato 
riscontrato dimostrando così che l’induzione di tessuti meristematici presenti negli 
embrioni alla proliferazione di gemme multiple mediante TDZ supera anche i 
problemi che solitamente provoca tale ormone. Tutto ciò rende il protocollo efficiente 
in approcci di trasformazione genetica di kenaf. 
Il passo successivo è l’utilizzo delle gemme multiple come materiale bersaglio per 
esperimenti di trasformazione genetica sia con metodi diretti sia con metodi indiretti.  
 La dimostrazione che il kenaf poteva essere trasformato mediante Agrobacerium  
tumefaciens fu data circa 15 anni fa  (Banks et al., 1993) con la trasformazione 
transeunte di callo proveniente da ipocotili.  Eventi di trasformazione stabile non sono 
mai stati evidenziati negli studi riportati in letteratura nonostante i molti sforzi volti a 
trovare le migliori condizioni di trasformazione (Srivatanakul et  al.,  2000, 
Srivatanakul et al.,  2001).  
Il nostro protocollo di trasformazione si basa sui risultati avuti dall’utilizzo del TDZ sui 
semi di kenaf. I risultati degli esperimenti preliminari di trasformazione eseguiti, nei 
laboratori presso i quali è stato svolto questo progetto, sia con metodi diretti sia con 
metodi indiretti hanno indotto a focalizzare l’attenzione sull’uso dell’agrobatterio per 
la trasformazione dei tessuti meristematici presenti negli embrioni. Semi di entrambe 
le cultivar studiate dopo essere stati tagliati longitudinalmente per permettere 
all’agrobettterio di venire a contatto con I tessuti sono stati cocoltivati con due ceppi 
di agrobatterio il C58C1 ed il LBA4404 quest’ultimo già mostratosi più adatto alla 
trasformazione di geme di kenaf in altri studi (Srivatanakul et  al.,  2000). Sia nel 
mezzo di co-coltura che nel mezzo di trasferimento è stato usato l’acetosiringone la 
cui presenza, è stato dimostrato, aumenta l’efficienza dell’agrobatterio (Srivatanakul 
et  al., 2000).  Si è scelto di  non esporre gli espianti ad un periodo di precultura nel 
mezzo contenete il TDZ, poiché anche se è stato osservato che la precultura 
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aumenta l’espressione transiente del transgene inserito nella pianta  tale aumento 
non è correlato ad un aumento della espressone stabile (Herat et al.,  2005). 
I risultati hanno mostrato per il C58C1 una trasformazione dello 0.5% e per il 
LBA4404  dello 0.1%, degli espianti totali di entrambe le cultivar, saggiata a 90 giorni 
dalla co-coltura mostrando quindi un efficienza migliore per il ceppo C58C1. Questo 
dato è in contrasto con gli studi di Srivatanakul et al. (2001) nei quali viene indicata 
una percentuale più alta di gemme trasformate con il ceppo LBA4404. Questa 
differenza può essere dovuta al fatto che nel nostro studio sono stati sottoposti a 
trasformazione mediante agrobatterio i tessuti meristemetici degli embrioni presenti 
nei semi mentre nello studio citato l’agrobatterio è stato messo a contatto con le 
gemme apicali di piantine di 3-4 giorni. Il ceppo C58C1 non è stato mai utilizzato in 
esperimenti di trasformazione di kenaf.  
Nello scorso decennio sono state fatte molte ricerche sulla trasformazione di cotone 
sia con metodo indiretto (Thomas et al., 1995, Bayley et al., 1992) sia con metodo 
diretto (Majeed et al., 2000) ed i tentativi di trasformazione sono stati eseguiti su 
differenti tipi di espianti  (Firoozabady et al., 1987, Umbeck et al., 1987) nell’intento di 
inserire in esso geni di resistenza a stress biotici e abiotici. Gli studi di Satyavathi et 
al., (2002) hanno mostrato che le gemme danno una buona risposta alla 
trasformazione mediante agrobatterio dopo che altri studi avevano già messo in 
evidenza che la massiva propagazione da gemme singole in cotone risulta semplice 
(Saeed et al., 1997).   
Negli studi di trasformazione di gemme di cotone la percentuale di trasformazione 
varia tra 6,5% e 9,6% (Majeed et al., 2000) molto più alta della percentuale di 
trasformanti travata nel nostro studio su kenaf. Questa differenza è imputabile oltre 
alla diversità tra le specie, anche se entrambe appartenenti alla stessa famiglia, 
anche al fatto che nei nostri esperimenti sono cocoltivati gli embrioni mentre negli 
esperimenti citati su cotone ad essere cocoltivate sono state le gemme apicali 
prelevate da giovani piantine. 
In studi fatti su Hibiscus sbardiffa, specie molto vicina al kenaf, embrioni trasformati 
con il ceppo LBA4404 contenete nel plasmide il gene gus hanno mostrato una 
percentuale di sopravvivenza del 60.46 % dopo  25 giorni dalla co-coltura (Gassama-
Dia et al., 2004) mentre gli embrioni di kenaf trasformati da noi con lo stesso ceppo 
hanno mostrato una percentuale di sopravvivenza di 29.28 % dopo 28 giorni dalla 
co-coltura. Questa differenza   è imputabile oltre che alla differenza tra le specie 
anche alla concentrazione dell’antibiotico nel mezzo di selezione che nel nostro caso 
è 6 volte superiore. Nello stesso studio è stato trovato che il 68% degli espianti di H. 
sbardiffa saggiati dopo 10 giorni dalla co-coltura risultava positivo al saggio gus 
mentre nel nostro caso abbiamo avuto il 100% di positivi al saggio dopo 7 giorni dalla 
co-coltura per entrambe le cultivar, questo dato sembra mostrare che il nostro 
protocollo è valido per il kenaf  anche se va migliorato al fine di renderlo efficiente 
almeno quanto lo sono quelli per il cotone. 
Possiamo concludere affermando che in questo lavoro si è ottenuto un efficiente 
protocollo di massiva propagazione con l’utilizzo del TDZ sugli embrioni di kenaf e 















Fig. 1.2 Foglie di kenaf. A foglia settata. B foglia intera 
 
  
   
Fig. 1.3 Stelo di kenaf.sono visibili: la corteccia, le fibre del tiglio, il 
kenapulo ed il midollo. 





                               







Fig. 1.6 Fiori di kenaf 
 
 
                                        
         Fig. 1.7 Frutti di kenaf                Fig. 1.8 Semi di kenaf 
 
 

















Fig. 1.10 Esempi di materiali bio-compositifatti con fibre di kenaf  nell’industria 














Fig. 1.11 Esempi di materiali bio-compositi fatti di fibre di kenaf nell’industria 
automobilistica. Dal 2015 una direttiva UE permetterà la sola messa in 















Fig. 1.13 Letteria in kenaf per gatti 
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Fig. 1.14   La struttura della cellulosa.  
Si nota come le microfibrille siano formate da catene di cellulosa che sono 




Fig. 1.15 Strutture transmembrana a simmetria esagonale chiamate “rosette” 





Fig. 1.16 Struttura della rosetta. 
Ogni rosetta e formata da sei unità, a loro volta formate da sei enzimi 
CESA che polimerizzano, ognuno, una catena di cellulosa. Il risultato è 
una microfibrilla con 36 catene di cellulosa. 




Fig. 1.17 Ipotetica struttura dell’enzima CESA. 







Fig. 1.18 Schema della biosintesi della cellulosa. 
La proteina  SUSY catalizza la formazione dell’UDP-glugosio a partire da 
saccarosio e UDP e lo trasporta alle proteine CESA. Ogni CESA catalizza 
la polimerizzazione dei monomeri di glucosio in catene di cellulosa 
liberando UDP che è pronto per essere usato di nuovo da SUSY. La 
proteina KOR agisce come un controllo delle catene di cellulosa 
favorendone l’accorpamento in microfibrille ed tagliando le catene difettose. 
 
 




Fig. 1.19 Struttra della lingina 
 


















Fig. 2.1 Vettore di clonaggio pGEM-T Easy (Promega).  
I frammenti ottenuti dalle analisi di amplificazione del DNA e del cDNA , 
previamente adenilati, vengono inseriti nel sito di clonaggio tra i due 
residui di timina interrompendo il gene lac Z. Il contiene al suo interno 
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C.annuum          ACCAAAAAATGGATCTTCTCTTGCTGGAGAAGACCTTAGTAGGCCTTTTCTTTGCCATTG 60 
G.arboretum       --------ATGGACCTCCTCTTCCTAGAGAAAGTTCTCATCTCTCTTTTCTTCACCATCA 52 
C.acuminate       --------ATGGATCTTCTCCTGGTAGAGAAGACCCTCTTGGCACTATTTGCTGCCATTG 52 
A.rugosa          --------ATGGATCTTTTCCTCCTCGAGAAGACTCTCCTCGGCCTCTTCGCCGCTATCG 52 
R.graveolens      --------ATGGATCTCCTCTTACTGGAGAAGGCCCTCCTAGGCCTCTTCGCCGCCGCGG 52 
P.crispum         -----ATGATGGACTTTGTTTTGTTGGAGAAGGCCCTGTTGGGCTTGTTCATTGCAACAA 55 
A.thaliana        --------ATGGACCTCCTCTTGCTGGAGAAGTCTTTAATCGCCGTCTTCGTGGCGGTGA 52 
                          *****  *  *  *  * *****     *  *     * **     *      
C.annuum          TAGTAGCTATTATTGTGTCTAAATTGCGTAGCAAGCGTTTTAAGCTGCCCCCAGGTCCAA 120 
G.arboretum       TCTTTGCTATCTTAGTCTCTAAACTTCGTGGCAAGCGCTTTAAACTCCCCCCTGGCCCCC 112 
C.acuminate       TTCTTGCTATCACCATCTCTAAACTGCGTGGTAAGCGCTTTAAACTCCCTCCGGGTCCAC 112 
A.rugosa          TGGTGGCCGCCGTCGTCTCCAAGCTCCGCGGCAAGAAGTTCAAGCTGCCGCCGGGACCAA 112 
R.graveolens      TCGTAGCGATTGCTGTTTCTAAACTCCGAGGCAAGCGCTTCAAACTCCCGCCGGGGCCCT 112 
P.crispum         TTGTAGCCATCACTATTTCCAAGTTACGTGGCAAGAAACTCAAACTCCCACCAGGGCCTA 115 
A.thaliana        TTCTCGCCACGGTGATTTCAAAGCTCCGCGGCAAGAAATTGAAGCTACCTCCAGGTCCTA 112 
                  *  * **        * ** **  * **  * ***    * ** ** ** ** ** **   
C.annuum          TTCCAGTCCCAGTTTTTGGTAACTGGCTGCAAGTTGGCGACGATTTGAATCATCGTAACC 180 
G.arboretum       TTCCCATCCCGGTTTTCGGCAACTGGCTCCAAGTCGGCGATGACTTGAACCACCGCAACC 172 
C.acuminate       TACCCGTACCCGTTTTTGGCAACTGGCTCCAAGTCGGCGATGACTTGAACCATCGAAACC 172 
A.rugosa          TTCCGGTGCCGATATTCGGAAACTGGCTTCAAGTCGGCGACGACCTCAACCACCGCAATC 172 
R.graveolens      TCGGGTTCCCGGTTTTTGGAAACTGGCTTCAAGTCGGCGATGACTTGAACCAACGGAAAC 172 
P.crispum         TTCCTGTTCCTGTGTTTGGTAACTGGTTACAAGTTGGTGATGATCTTAACCAGAGGAACC 175 
A.thaliana        TACCAATTCCGATCTTCGGAAACTGGCTTCAAGTCGGAGATGATCTCAACCACCGTAATC 172 
                  *     * **  * ** ** ****** * ***** ** ** **  * ** **  * ** * 
C.annuum          TCACTGATTACGCGAAGAAGTTTGGTGACATTTTCTTGCTTAGAATGGGTCAAAGAAACT 240 
G.arboretum       TCACAGACTTAGCCAAGAAGTTCGGTGACATCTTCTTGCTCCGGATGGGACAACGTAACC 232 
C.acuminate       TCACGGATTTGGCTAAGAAGTTCGGTGACATGTTCTTGCTCCGTATGGGCCAACGCAACC 232 
A.rugosa          TCACCGACTACGCCAAGAAGTTCGGCGACATCTTCCTGCTGCGGATGGGGCAGCGCAACC 232 
R.graveolens      TTGCCAATTTATCCAAGAAATTCGGAGATGTATACCTTCTCCGCATGGGCCAGCGCAATC 232 
P.crispum         TGGTGGACTATGCCAAGAAGTTTGGAGACTTGTTTATGTTACGTATGGGACAGAGGAACT 235 
A.thaliana        TCGTCGATTACGCTAAGAAATTCGGCGATCTCTTCCTCCTCCGTATGGGTCAGCGAAACC 232 
                  *     * *   * ***** ** ** **  * *   *  *  * ***** **  * **   
C.annuum          TGGTCGTTGTGTCGTCCCCTGAATCAGCTAAAGAAGTTTTGCACACCCAAGGGGTTGAAT 300 
G.arboretum       TCGTGGTTATCTCTTCCCCAGAGCTAGCCAAAGAAGTTCTGCACACCCAAGGAGTTGAGT 292 
C.acuminate       TTGTTGTGGTTTCGTCTCCAGACCTTGCCAAAGAGGTGTTACACACTCAGGGTGTCGAGT 292 
A.rugosa          TCGTCGTCGTCTCGTCGCCGGAGCTGGCGAAGGACGTGCTCCACACGCAGGGGGTGGAGT 292 
R.graveolens      TCGTCGTCGTTTCGTCGCCGGAAATGGCCAAGGAGGTGTTGCATACTCAGGGAGTGGAGT 292 
P.crispum         TGGTTGTTGTGTCCTCACCTGAATTGGCTAAAGATGTTTTGCATACACAGGGTGTTGAGT 295 
A.thaliana        TAGTCGTCGTCTCCTCACCGGATCTAACAAAGGAAGTGCTCCTCACTCAAGGCGTTGAGT 292 
                  * ** **  * ** ** ** **     * ** ** **  * *  ** ** ** ** ** * 
C.annuum          TTGGATCAAGAACGAGAAATGTTGTCTTTGATATCTTCACTGGAAAAGGTCAAGATATGG 360 
G.arboretum       TCGGTTCCAGGACAAGGAATGTCGTGTTTGATATTTTCACGGGGAAAGGACAGGACATGG 352 
C.acuminate       TCGGGTCCCGAACCCGAAACGTTGTATTCGATATTTTCACCGGAAAGGGGCAGGACATGG 352 
A.rugosa          TCGGCTCCCGCACGCGCAACGTCGTCTTTGACATCTTCACCGGAAAGGGCCAGGACATGG 352 
R.graveolens      TCGGCTCTCGGACGAGAAACGTCGTCTTCGATATCTTCACCGGGAAAGGCCAGGACATGG 352 
P.crispum         TTGGATCACGCACTCGTAACGTTGTTTTCGATATCTTCACAGGCAAGGGACAGGACATGG 355 
A.thaliana        TTGGATCCAGAACGAGAAACGTCGTGTTCGACATTTTCACCGGGAAAGGTCAAGATATGG 352 
                  * ** **  * **  * ** ** ** ** ** ** ***** ** ** ** ** ** **** 
C.annuum          TTTTTACTGTATACGGTGAGCATTGGAGGAAGATGAGGAGGATTATGACTGTACCCTTTT 420 
G.arboretum       TTTTCACCGTGTACGGTGAGCACTGGCGCAAGATGAGAAGGATCATGACCGTCCCTTTCT 412 
C.acuminate       TGTTCACCGTTTATGGTGAGCACTGGAGGAAAATGAGACGCATCATGACCGTCCCTTTCT 412 
A.rugosa          TCTTCACCGTCTACGGCGAGCACTGGCGGAAGATGCGCCGCATCATGACGGTACCGTTCT 412 
R.graveolens      TGTTCACGGTTTACAGTGAGCACTGGCGGAAGATGCGGAGGATCATGACCGTCCCTTTCT 412 
P.crispum         TGTTCACAGTCTATAGTGAGCATTGGAGAAAGATGAGGAGAATCATGACAGTACCTTTCT 415 
A.thaliana        TGTTCACTGTTTACGGCGAGCATTGGAGGAAGATGAGAAGAATCATGACGGTTCCTTTCT 412 
                  * ** ** ** **  * ***** *** * ** *** *  * ** ***** ** ** ** * 
C.annuum          TTACTAATAAAGTGGTTCAGCAATACAGAGGGGGTTGGGAGTCTGAGGTGGCTAGTGTTG 480 
G.arboretum       TCACCAACAAGGTCGTGCAACAGTACAGACATGGATGGGAGGACGAGGCTGCCAGTGTGG 472 
C.acuminate       TCACCAACAAGGTGGTCCAGCAGTACCGTTATGGGTGGGAGGAAGAGGCGGCGCGCGTGG 472 
A.rugosa          TCACCAACAAGGTGGTGCAGCAGTACCGCCACGGCTGGGAGGCGGAGGTCGCCGCCGTCG 472 
R.graveolens      TCACAAACAAAGTCGTCCAGCAGCAGAGATTTAACTGGGAAGACGAGGCGGCCAGGGTCG 472 
P.crispum         TTACGAACAAAGTTGTCCAGCAGTATCGATTCGGGTGGGAGGATGAGGCTGCCCGTGTTG 475 
A.thaliana        TCACCAACAAAGTTGTTCAACAGAATCGTGAAGGTTGGGAGTTTGAAGCAGCTAGTGTTG 472 
                  * ** ** ** ** ** ** **  *  *       *****    ** *  **    ** * 
C.annuum          TTGAGGATGTGAAGAAGAATCCTGAATCTGCGACGAATGGGATTGTTTTGAGGAAGAGGT 540 
G.arboretum       TTGAAGACGTGAAGAAGAACCCAGAAGCGGCCACCAATGGGATTGTTTTAAGGAGGAAAT 532 
C.acuminate       TCGAGGATGTGAAGAAGATGCCGGAGGCATTGACGACGGGGATTGTTTTAAGAAGGCGGT 532 
A.rugosa          TCGAGGACGTGAAGAAGAACCCCGACTCCGCCACCACCGGGATCGTGCTGAGGAGGCGGC 532 
R.graveolens      TCGAGGATGTGAAGAAAGACCCCCAGGCGGCGACCACTGGGATCGTTCTGAGGCGGCGGC 532 
P.crispum         TTGAGGATGTTAAGGCCAATCCTGAGGCTGCTACCAATGGGATCGTGTTGAGGAACCGAT 535 
A.thaliana        TTGAAGATGTTAAGAAGAATCCAGATTCTGCTACGAAAGGAATCGTGTTGAGGAAACGTT 532 
                  * ** ** ** ***      **  *  *    ** *  ** ** **  * **         
 
C.annuum          TGCAACTCATGATGTATAATAATATGTTCAGGATTATGTTTGATAGGAGATTTGAGAGTG 600 
G.arboretum       TGCAGCTCATGATGTACAATAACATGTATAGGATCATGTTTGATAGGAGGTTTGAAAGTG 592 
C.acuminate       TGCAACTAATGATGTACAACAACATGTACCGGATCATGTTCGATAGGAGGTTCGAGAGTG 592 
A.rugosa          TGCAGCTGATGATGTACAACAACATGTATAGGATCATGTTCGATCGGAGGTTCGAGAGTG 592 
R.graveolens      TGCAGCTCCTGATGTACAACAACATGTACAGAATCATGTTCGATAGGAGATTCGAGAGCG 592 
P.crispum         TGCAGTTGCTCATGTATAATAATATGTACAGAATCATGTTTGATAGAAGGTTTGAGAGCG 595 
A.thaliana        TGCAATTGATGATGTATACCAATATGTTCCGTATCATGTTCGATAGAAGATTTGAGAGTG 592 
                  ****  *  * ***** *  ** ****   * ** ***** *** * ** ** ** ** * 
C.annuum          AAGATGATCCCCCTTTCGTAAAGCTTAGAGCTTTGAATGCTGAGAGGAGTAGATTGGCTC 660 
G.arboretum       AGGATGATCCTTTGTTTGTTAAGCTCAAGGCTTTAAATGGAGAAAGAAGTAGATTAGCAC 652 
C.acuminate       AGGACGACCCGTTGTTTGTGAAGCTTAAGGCTTTGAACGGAGAGAGGAGTCGATTGGCTC 652 
A.rugosa          AGAATGATCCGTTGTTCGTGAAGCTGAGGGCGTTGAATGGAGAGAGGAGCAGATTGGCGC 652 
R.graveolens      TCGACGATCCTTTGTTCAACAAATTGAAGGCCTTGAATGGCGAGAGGAGCCGATTGGCTC 652 
P.crispum         TAGATGATCCTTTGTTTTTGAAGCTTAAGGCATTGAATGGGGAGCGCAGTAGGCTTGCTC 655 
A.thaliana        AGGATGATCCTCTTTTCCTTAGGCTTAAGGCTTTGAATGGTGAGAGAAGTCGATTAGCTC 652 
                     * ** **    **    *   * *  ** ** ** *  **  * **  *  * ** * 
C.annuum          AGAGCTTTGAGTACAATTATGGTGATTTTATCCCTATTTTAAGGCCTTTCTTGAGGGGTT 720 
G.arboretum       AAAGCTTTGAGTACAACTATGGTGATTTTATCCCCATTTTGAGGCCATTCTTGAGAGGGT 712 
C.acuminate       AGAGCTTTGAGTACAATTATGGTGATTTCATTCCCATTCTGAGGCCTTTCTTGAGAGGTT 712 
A.rugosa          AGAGCTTCGAGTACAACTATGGCGACTTTATCCCTATTTTGAGGCCTTTGTTGAAGGGTT 712 
R.graveolens      AGAGCTTCGAGTACAACTACGGTGATTTCATTCCTATTTTGAGGCCTTTCTTGAGAGGTT 712 
P.crispum         AGAGCTTCGAATACCATTTCGGAGATTTTATCCCTATTCTTCGCCCTTTCTTGAGAGGTT 715 
A.thaliana        AGAGCTTTGAGTATAACTATGGAGATTTCATTCCTATCCTTAGACCATTCCTCAGAGGCT 712 
                  * ***** ** **  * *  ** ** ** ** ** **  *  * ** **  * *  ** * 
C.annuum          ACTTGAAGATTTGCAAGGAAGTTAAGGAGAAGAGGTTGCAGCTATTCAAGGATTACTTTG 780 
G.arboretum       ATTTGAAGTTATGCAAGGAAGTGAAGGAAATCAGATTGCAGCTTTTCAGGGACCAATTCC 772 
C.acuminate       ATTTGAAGATCTGTAAGGATATCAAGGAGAGAAGGCTTCAGCTCTTTAAGGACTATTTTC 772 
A.rugosa          ATCTCAGGATCTGCAAGGAGGTTAAAGACAGGAGGCTGCAATTGTTCAAGGATTATTTTG 772 
R.graveolens      ATTTGAAGCTGGTGAAGGAAGTTAAGGAAAGAAGACTCAAGCTTTTCAAGGACTATTTTG 772 
P.crispum         ATCTTAAACTTTGCCAGGAAATCAAGGACAAAAGGTTGAAGCTCTTTAAGGATTATTTTG 775 
A.thaliana        ATTTGAAGATTTGTCAAGATGTGAAAGATCGAAGAATCGCTCTTTTCAAGAAGTACTTTG 772 
                  *  * *   *     * **  * ** **    **  *     * ** * * *  * **   
C.annuum          TTGATGAAAGAAAGAAGCTTTCAAATACCAAGAGTATGGATAGCAATGCTCTAAAATGTG 840 
G.arboretum       TTGAGGAGAGGAAGAAGCTTGCAACCACAAAAAGAATTGACAACAATGCTTTGAAATGTG 832 
C.acuminate       TTGACGAAAGGAAGAAGCTGACAAGCACGAAAGGCATGGACAACTATGGCCTAAAATGTG 832 
A.rugosa          TTGATGAGAGAAAGAAGCTTGCAAGCACGAAGCCAATGGACAACGACGGCCTAAAATGTG 832 
R.graveolens      TTGAAGAGAGAAAGAAATTAACAAGCACAAAGAGCATGACCGAGGAAAACTTCAAATGCG 832 
P.crispum         TGGACGAGAGGAAGAAGCTTGAAAGCATAAAGAGTGTAGATAACAACAGCTTGAAGTGCG 835 
A.thaliana        TTGATGAGAGGAAGCAAATTGCGAGTTCTAAGCCTACAGGTAGTGAAGGATTGAAATGTG 832 
                  * ** ** ** *** *  *    *     **              *     * ** ** * 
C.annuum          CCATTGATCACATTCTTGAGGCTCAACAGAAGGGAGAGATCAATGAGGATAATGTTCTTT 900 
G.arboretum       CCATTGATCACATTCTTGATGCTCAACGAAAGGGAGAGATCAATGAAGACAATGTTCTTT 892 
C.acuminate       CCATTGATCATATTCTTGAGGCCCAACAGAAGGGAGAGATCAACGAGGACAATGTTCTTT 892 
A.rugosa          CCATCGATCACATTCTTGATGCCCAGCAGAAGGGAGAGATCAGTGAGGATAATGTCCTCT 892 
R.graveolens      CCATTGATCATGTCTTGGACGCTCAGCAGAAGGGAGAAATCAACGAGGACAACGTTCTGT 892 
P.crispum         CCATAGATCACATTATAGAAGCTCAGCAAAAGGGAGAGATCAACGAGGACAACGTTCTTT 895 
A.thaliana        CCATTGATCACATCCTTGAAGCTGAGCAGAAGGGAGAAATCAACGAGGACAATGTTCTTT 892 
                  **** *****  *  * ** **  * *  ******** ****  ** ** ** ** ** * 
C.annuum          ACATTGTTGAGAACATCAATGTTGCTGCAATTGAAACAACATTGTGGTCAATTGAATGGG 960 
G.arboretum       ACATTGTTGAGAATATCAATGTTGCTGCTATTGAAACAACCTTATGGTCAATTGAATGGG 952 
C.acuminate       ACATTGTTGAGAACATCAACGTTGCCGCAATTGAAACAACATTGTGGTCGATCGAATGGG 952 
A.rugosa          ACATTGTTGAGAACATCAATGTTGCTGCAATTGAAACAACACTTTGGTCGATTGAGTGGG 952 
R.graveolens      ACATTGTCGAGAACATTAATGTTGCAGCAATTGAGACAACTTTGTGGTCCATCGAGTGGG 952 
P.crispum         ACATTGTTGAAAACATTAATGTTGCTGCAATTGAAACAACACTATGGTCAATTGAATGGG 955 
A.thaliana        ACATCGTCGAGAACATCAATGTCGCCGCGATTGAGACAACATTGTGGTCTATCGAGTGGG 952 
                  **** ** ** ** ** ** ** ** ** ***** *****  * ***** ** ** **** 
C.annuum          GTATCGCTGAGCTAGTCAACCACCCTCACATCCAACAGAAACTCCGTGAAGAGATCGACG 1020 
G.arboretum       GCATTGCTGAGCTTGTGAACCATCCCGAGATCCAGCAGAAACTCCGCAACGAAATCGACA 1012 
C.acuminate       GCATTGCAGAACTCGTCAACCACCCAGAAATCCAGCAGAAGCTGCGGCATGAGATTCAAA 1012 
A.rugosa          GTATCGCAGAACTAGTGAACAACCCCGAGGTCCAGAGGAAGGTTCGAGAGGAGATGGACC 1012 
R.graveolens      GTATTGCAGAGTTGGTGAATCATCCAGACATCCAGAAGAAGCTCCGTGCTGAAATTGACA 1012 
P.crispum         GCATTGCGGAACTAGTTAATAACCCTGAAATCCAGAAGAAGCTGAGGCATGAGTTGGACA 1015 
A.thaliana        GAATTGCAGAGCTAGTGAACCATCCTGAAATCCAGAGTAAGCTAGGGAACGAACTCGACA 1012 
                  * ** ** **  * ** **  * **  *  ****    **  *  *    **  *  *   
C.annuum          CAGTTCTTGGACCAGGAGTGCAAGTAACTGAGCCAGACACCCACAAGCTTCCGGACCTTC 1080 
G.arboretum       CCGTACTAGGACCCGGCGTGCAGGTTACCGAACCCGACACCCATAAGCTTCCATATCTGC 1072 
C.acuminate       CTGTGCTGGGACCTGGAACCCAAGTCACCGAGCCTGAAGTCCAAAAATTGCCTTATCTCC 1072 
A.rugosa          GGGTGCTCGGTGTGGGGGTACCGGTGACTGAGCCTGACACTCATAAGCTCCCATATCTTC 1072 
R.graveolens      GAGTCCTCGGTCCTGACCATCAAATCACCGAGCCTGACACCCACAAGCTCCCCTACCTTC 1072 
P.crispum         CTGTGCTTGGGGCCGGAGTTCAGATCTGTGAGCCAGACGTCCAGAAGCTCCCCTACCTTC 1075 
A.thaliana        CAGTTCTTGGACCGGGTGTGCAAGTCACCGAGCCTGATCTTCACAAACTTCCATACCTTC 1072 




C.annuum          AGGCTGTGATCAAGGAGACTCTTAGACTCCGGATGGCAACTCCTCTTTTAGTCCCACACA 1140 
G.arboretum       AGGCAGTGATCAAGGAGACTCTCAGGCTCCGAATGGCCATCCCTCTACTAGTCCCACACA 1132 
C.acuminate       AAGCAGTAGTCAAAGAAACCCTTCGACTCCGGATGGCAATTCCTCTTCTGGTGCCTCACA 1132 
A.rugosa          AAGCCGTGATCAAGGAAACTCTACGCCTTAGAATGGCTATTCCCCTTCTCGTACCCCACA 1132 
R.graveolens      AGGCTGTGATCAAGGAGACTCTCCGCCTCAGGATGGCAATTCCTCTTCTTGTACCACACA 1132 
P.crispum         AAGCTGTGATCAAAGAGACTCTTCGATACAGAATGGCCATTCCTCTTTTAGTCCCTCATA 1135 
A.thaliana        AAGCTGTGGTTAAGGAGACTCTTCGTCTGAGAATGGCGATTCCTCTCCTCGTGCCTCACA 1132 
                  * ** **  * ** ** ** **  *     * ***** *  ** **  * ** ** ** * 
C.annuum          TGAACATTCATGATGCAAAGCTTGCTGGATATGATATTCCAGCAGAGAGCAAAATCTTGG 1200 
G.arboretum       TGAACCTCCATGATGCAAAGCTTGGTGGGTATGACATCCCTGCAGAGAGTAAGATCCTTG 1192 
C.acuminate       TGAACCTTCATGATGCAAAGCTCGGAGGGTATGACGTGCCAGCCGAGAGCAAAATCTTAG 1192 
A.rugosa          TGAATCTCCACGATGCCAAGCTTGGTGGCTTTGACATCCCGGCAGAGAGCAAGGTCTTGG 1192 
R.graveolens      TGAACCTTAACGATGCTAAGCTTGCAGGCTACGACATTCCAGCTGAGAGCAAGATACTGG 1192 
P.crispum         TGAACCTTCATGATGCGAAGCTTGCGGGTTATGACATCCCGGCAGAGAGCAAAATCTTGG 1195 
A.thaliana        TGAACCTCCATGATGCGAAGCTCGCTGGCTACGATATCCCAGCAGAAAGCAAAATCCTTG 1192 
                  ****  *  * ***** ***** *  ** *  **  * ** ** ** ** **  *  * * 
C.annuum          TTAACCCTTGGTGGTTGGCTAACAACCCCGCTCACTGGAAGAAACCGGAAGAGTTCAGGC 1260 
G.arboretum       TGAATGCATGGTGGTTAGCCAATAACCCGGCTCACTGGAAGAACCCAGAAGAGTTCCGGC 1252 
C.acuminate       TCAATGCCTGGTGGCTCGCCAACAACCCTGCTCACTGGCAGAAGCCAGAAGAATTTAGGC 1252 
A.rugosa          TGAACGCGTGGTGGCTGGCCAACAACCCCGAGCAATGGAAGAAGCCAGAAGAGTTTAGGC 1252 
R.graveolens      TAAACGCATGGTGGCTGGCCAACAACCCCGCTCACTGGAAAGACCCGCAAGTATTCAGGC 1252 
P.crispum         TCAATGCATGGTGGCTTGCCAACAATCCCGCTCACTGGAATAAACCAGATGAGTTTAGGC 1255 
A.thaliana        TTAATGCTTGGTGGCTAGCAAACAACCCCAACAGCTGGAAGAAGCCTGAAGAGTTTAGAC 1252 
                  * **  * ****** * ** ** ** **       *** *  * **  * *  **  * * 
C.annuum          CCGAGAGGTTCTTGAAAGAGGAGAAGCACGTCGATGCCAATGGCAATGACTTCAGATTCC 1320 
G.arboretum       CCGAAAGGTTTTTTGAGGAGGAATCGAAGGTAGAAGCCAATGGGAATGACTTCAGGTATC 1312 
C.acuminate       CCGAGAGGTTCTTGGAAGAGGAGTCTAAGGTTGATGCCAATGGCAATGACTTCCGATACC 1312 
A.rugosa          CTGAGCGATTCTTGGAGGAGGAGTCTAAAGTCGAGGCCAATGGCAACGACTTCAGGTACC 1312 
R.graveolens      CGGAGAGGTTCCTTGAGGAGGAGTCTGGGGTTGAGGCTAATGGAAATGACTTCCGATACA 1312 
P.crispum         CTGAGAGGTTCTTGGAAGAAGAATCTAAAGTTGAGGCTAATGGAAATGATTTCAAGTACA 1315 
A.thaliana        CAGAGAGGTTCTTTGAAGAAGAATCGCACGTGGAAGCTAACGGTAATGACTTCAGGTATG 1312 
                  * **  * **  *  * ** **       ** ** ** ** ** ** ** ***   *    
C.annuum          TTCCATTCGGTGTTGGTAGGAGGAGTTGCCCCGGAATTATCCTAGCGCTGCCAATTCTCG 1380 
G.arboretum       TTCCATTTGGTGTTGGAAGGAGGAGCTGTCCAGGGATTATTTTGGCACTGCCAATCCTAG 1372 
C.acuminate       TTCCATTTGGTGTCGGAAGACGAAGCTGCCCGGGAATTATCCTAGCCCTGCCAATTCTTG 1372 
A.rugosa          TGCCATTCGGTGTTGGCAGGAGGAGCTGCCCCGGGATCATTCTCGCGTTGCCTATTCTTG 1372 
R.graveolens      TTCCTTTTGGTGTCGGGAGAAGAAGCTGTCCTGGAATTATACTTGCTTTGCCGATTCTCG 1372 
P.crispum         TACCATTCGGAGTAGGGAGGAGAAGCTGCCCTGGAATTATTCTTGCATTGCCTATCCTCG 1375 
A.thaliana        TGCCATTTGGTGTTGGACGTCGAAGCTGTCCCGGGATTATATTGGCATTGCCTATTTTGG 1372 
                  * ** ** ** ** **  *  * ** ** ** ** ** **  * **  **** **  * * 
C.annuum          GCATCACTTTGGGACGTTTGGTGCAGAATTTTGAGCTATTGCCACCTCCGGGGCAGTCAA 1440 
G.arboretum       GGATCACATTGGGACGTTTGGTGCAGAATTTTGAGCTATTGCCTCCAAAGGGGCAGTCTA 1432 
C.acuminate       GCATTACTTTGGGACGTTTGGTGCAGAATTTCGAGCTCTTGCCTCCACCCGGGCAGTCAA 1432 
A.rugosa          GCATCACGTTGGGACGCCTGGTGCAGAACTTTGAGCTGCTGCCTCCTCCGGGGAAGTCGA 1432 
R.graveolens      GAATCACTATTGGGCGTATGGTGCAGAACTTTGAGCTGTTGCCTCCTCCAGGACAGTCGA 1432 
P.crispum         GTATCGTAATCGGACGTTTGGTGCAGAATTTTGAGCTCTTGCCTCCTCCTGGACAGTCCA 1435 
A.thaliana        GGATCACCATTGGTAGGATGGTCCAGAACTTCGAGCTTCTTCCTCCTCCAGGACAGTCTA 1432 
                  * **     * **  *  **** ***** ** *****  * ** **    **  **** * 
C.annuum          AGCTCGACACCACGGAGAAAGGTGGACAGTTCAGTCTCCACATTTTGAAGCATTCCACCA 1500 
G.arboretum       AGCTTGATACATCGGAGAAAGGTGGACAGTTCAGTCTGCATATTCTGAAGCATTCAACCA 1492 
C.acuminate       AGATCGATACCTCGGAGAAGGGTGGGCAGTTCAGTCTGCACATTTTGAAGCATTCCACCA 1492 
A.rugosa          AGATCGACACCACAGAGAAAGGCGGGCAGTTCAGTCTGCACATTTTGAACCACTCCACCA 1492 
R.graveolens      AGATTGATACTTCAGAGAAAGGTGGGCAGTTCAGTTTGTTCATTCTGAACCACTCCACGA 1492 
P.crispum         AGATTGATACAGCAGAGAAAGGAGGACAGTTCAGTCTTCAAATTTTGAAGCACTCCACTA 1495 
A.thaliana        AAGTGGATACTAGTGAGAAAGGTGGACAATTCAGCTTGCACATCCTTAACCACTCCATAA 1492 
                  *  * ** **    ***** ** ** ** *****  *    **  * ** ** ** *  * 
C.annuum          TTGTGATGAAACCAAGATCTTTCTGA--- 1526 
G.arboretum       TTGTTGCAAAGCCAAGGGTGTTTTGA--- 1518 
C.acuminate       TTGTTGCAAAACCAATATCATTTTGA--- 1518 
A.rugosa          TTGTGATGAAGCCATGA------------ 1509 
R.graveolens      TTGTGCTCAAGCCTAGATCTTCTGTCTAA 1521 
P.crispum         TCGTCTGCAAGCCAAGATCACTTTAA--- 1521 
A.thaliana        TCGTTATGAAACCAAGGAACTGTTAA--- 1518 
                  * **    ** **                 
 
Fig. 3.1 Allineamento di sequenze nucleotidiche di diverse specie vegetali codificanti per il gene c4h (4-coumarato:CoA-ligasi). 
In  giallo sono evidenziate le zone altamente conservate sulle quali sono stati disegnati i primer per le reazioni di 
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G.max            CCCGATGACGTGGTTGCATTGCCTTATTCTTCGGGAACAACTGGTCTTCCCAAGGGAGTG 609 
A.fruticosa      CCTGATGATGTGGTGGCACTTCCCTATTCGTCAGGGACAACAGGGTTGCCCAAAGGGGTG 588 
P.tomentosa      CCCGATGATGTCGTAGCATTGCCTTATTCATCAGGGACTACAGGGTTGCCAAAAGGGGTC 588 
S.tuberosum      CCGGACGATGTCGTAGCTCTGCCGTATTCCTCCGGGACTACCGGGCTGCCGAAAGGGGTG 606 
R.idaeus         CCGGACGACGTCGTGGCGTTACCTTATTCCTCCGGGACGACGGGACTGCCGAAAGGGGTG 600 
A.thaliana       CCGGACGACGTGGTGGCACTACCTTACTCCTCTGGCACGACGGGATTACCAAAAGGAGTG 660 
                 ** ** ** ** ** **  * ** ** ** ** ** ** ** **  * ** ** ** **  
G.max            ATGCTGAGCCACAAGGGGCTGGTGACCAGCATTGCTCAGCAGGTTGACGGTGATAATCCC 669 
A.fruticosa      ATGTTATCTCACAAAGGGTTGGCGACCAGCATAGCACAACAAGTTGATGGGGAAAACCCC 648 
P.tomentosa      ATGTTAACGCACAAAGGGCTAATAACCAGTGTTGCTCAACAGGTAGATGGAGACAATCCT 648 
S.tuberosum      ATGTTGACACACAAAGGATTAGTAACAAGCGTTGCACAACAAGTTGATGGAGAAAATGCT 666 
R.idaeus         ATGTTGACGCACAAAGGGCTGGTGACGAGCGTGTCTCAGCAGGTGGACGGAGAGAATCCG 660 
A.thaliana       ATGCTGACTCACAAGGGACTAGTCACGAGCGTTGCTCAGCAAGTCGACGGCGAGAACCCG 720 
                 *** *    ***** **  *    ** **  *  * ** ** ** ** ** ** **  *  
G.max            AACCTCTATTACCACTGCCACGACACCATCCTCTGCGTGCTTCCCCTCTTTCACATTTAC 729 
A.fruticosa      AACCTCTACTTTCACAATGAGGATGTCATATTGTGTGTGCTTCCACTCTTTCATATATAT 708 
P.tomentosa      AACCTGTATTTTCACAGTGAAGATGTGATTCTGTGTGTGCTGCCTATGTTCCATATCTAT 708 
S.tuberosum      AATTTGTATATGCACAGCGATGATGTGTTGATGTGTGTGTTGCCTTTGTTCCATATTTAC 726 
R.idaeus         AATTTGTACTACAGCAGCGACGACGTCGTTCTGTGCGTGCTGCCGCTGTTTCATATTTAC 720 
A.thaliana       AATCTTTATTTCCACAGCGATGACGTCATACTCTGTGTTTTGCCCATGTTTCATATCTAC 780 
                 **  * **      *    * **     *  * ** **  * **  * ** ** ** **  
G.max            TCTCTCAACTCCGTTCTTCTCTGTGGCTTGCGTGCCAAGGCTACCATTCTCCTCATGCCC 789 
A.fruticosa      TCTCTCAATTCTGTTCTGTTGTGTGGGTTGAGAGCCAAGGCTGCTATTTTGCTGATGCCA 768 
P.tomentosa      GCTCTGAATTCAATAATGCTCTGCGGGCTGAGAGTCGGTGCCTCGATTTTGATAATGCCA 768 
S.tuberosum      TCACTCAATTCTGTTTTGCTCTGTGCATTGAGAGTCGGAGCAGCAATTTTGATTATGCAG 786 
R.idaeus         TCGCTGAACTCGGTCTTGCTATGCGGGTTAAGAGCCGGAGCTGCCATTCTGCTGATGCAG 780 
A.thaliana       GCTTTGAACTCGATCATGTTGTGTGGTCTTAGAGTTGGTGCGGCGATTCTGATAATGCCG 840 
                  *  * ** **  *  *  * ** *   *  * *     **  * *** *  * ****   
G.max            AAGTTCGATATTAACTCCTTGCTTGCTCTCATTCACAAGCACAAAGTCACTATTGCCCCT 849 
A.fruticosa      AAGTTTGAGATCAATGCCTTGTTGGGTCTCATTCAGAAACACCGAGTAACAATTGCCCCT 828 
P.tomentosa      AAGTTTGAGATTGGTTCTTTACTGGGATTGATTGAGAAGTACAAGGTATCTATAGCACCG 828 
S.tuberosum      AAATTCGACATTGCTCAGTTTTTAGAGTTGATACCGAAGCATAAAGTGACAATTGGACCA 846 
R.idaeus         AAGTTTGAGATTGTGTCGCTTTTGGAGCTGATGCAGAAGCATAGGGTTAGTGTTGCGCCG 840 
A.thaliana       AAGTTTGAGATCAATCTGCTATTGGAGCTGATCCAGAGGTGTAAAGTGACGGTGGCTCCG 900 
                 ** ** ** **        *  * *   * **    *        **     * *  **  
G.max            GTCGTCCCTCCCATTGTTCTCGCCATTTCCAAATCACCCGATCTCCACAAGTACGACCTG 909 
A.fruticosa      ATTGTCCCACCCATTGTTTTGGCCATTGCCAAGTCACCGGATCTTGAAAAGTATGATCTC 888 
P.tomentosa      GTTGTTCCACCTGTGATGATGTCAATTGCTAAGTCACCTGATCTTGACAAGCATGACTTG 888 
S.tuberosum      TTTGTTCCGCCTATTGTTCTCGCCATTGCTAAGAGTCCATTAGTTGATAACTACGATCTT 906 
R.idaeus         ATTGTGCCTCCGACTGTTTTGGCGATCGCCAAGTTTCCAGATCTTGACAAGTATGATTTG 900 
A.thaliana       ATGGTTCCGCCGATTGTGTTGGCCATTGCGAAGTCTTCGGAGACGGAGAAGTATGATTTG 960 
                  * ** ** **     *  *  * **  * **     *        * **  * **  *  
G.max            TCTTCCATCAGAGTCTTGAAGTCCGGGGGAGCCCCTCTGGGTAAGGAACTCGAAGACACT 969 
A.fruticosa      TCTTCCATTAGGGTGTTGAAATCTGGAGGGGCTTCTCTGGGCAAAGAACTCGAAGACACT 948 
P.tomentosa      TCTTCTTTGAGGATGATAAAATCTGGAGGGGCTCCATTGGGCAAGGAACTTGAAGATACT 948 
S.tuberosum      TCATCAGTAAGAACAGTCATGTCTGGTGCTGCACCATTAGGAAAGGAACTTGAAGATGCC 966 
R.idaeus         GGATCCATAAGGGTGCTGAAGAGTGGAGGAGCACCATTGGGGAAGGAGCTTGAAGATACA 960 
A.thaliana       AGCTCGATAAGAGTGGTGAAATCTGGTGCTGCTCCTCTTGGTAAAGAACTTGAAGATGCC 1020 
                    **  * **     * *     ** *  **  *  * ** ** ** ** *****  *  
G.max            CTCAGAGCTAAATTCCCCAACGCCAAACTTGGCCAGGGATACGGAATGACTGAGGCAGGG 1029 
A.fruticosa      GTGAGGGCTAAATTCCCCAAGGCCAAACTTGGACAGGGATACGGAATGACTGAGGCAGGG 1008 
P.tomentosa      GTCAGAGCTAAGTTTCCTCAGGCTAGACTTGGTCAGGGATATGGAATGACCGAGGCAGGA 1008 
S.tuberosum      GTCCGAGCAAAATTCCCTAACGCCAAACTCGGTCAGGGTTATGGAATGACGGAAGCCGGT 1026 
R.idaeus         GTCAGAGCTAAATTTCCCAATGTCACACTCGGTCAGGGATATGGAATGACAGAGGCAGGT 1020 
A.thaliana       GTTAATGCCAAGTTTCCTAATGCCAAACTCGGTCAGGGATACGGAATGACGGAAGCAGGT 1080 
                  *    ** ** ** **  * *  * *** ** ***** ** ******** ** ** **  
G.max            CCTGTGCTAACAATGTCTTTAGCTTTTGCTAAAGAACCGATAGACGTGAAACCAGGTGCA 1089 
A.fruticosa      CCAGTGCTAACAATGTGCTTAGCATTTGCTAAGGAACCGATAGATGTAAAACCAGGTGCA 1068 
P.tomentosa      CCTGTTCTAGCAATGTGCTTGGCATTTGCCAAGGAACCATTCGACATAAAACCAGGTGCA 1068 
S.tuberosum      CCTGTGCTGGCGATGTGTTTGGCATTTGCGAAAGAACCGTTTGATATTAAATCAGGGGCA 1086 
R.idaeus         CCGGTGTTGACAATGTCGTTGGCATTTGCAAAGGAACCCTTCGAGGTGAAACCAGGTGGG 1080 
A.thaliana       CCAGTGCTAGCAATGTCGTTAGGTTTTGCAAAGGAACCTTTTCCGGTTAAGTCAGGAGCT 1140 
                 ** **  *  * ****  ** *  ***** ** *****  *     * **  **** *   
G.max            TGTGGAACCGTTGTAAGAAATGCAGAGATGAAGATTGTCGATCCTGAAACCGGTCATTCT 1149 
A.fruticosa      TGTGGAACCGTTGTAAGAAATGCAGAGATGAAGATTGTGGATCCTGAAACTGGTAATTCG 1128 
P.tomentosa      TGTGGGACTGTAGTCAGGAATGCAGAGATGAAGATTGTTGACCCAGAAACAGGGGCCTCT 1128 
S.tuberosum      TGTGGTACTGTTGTGAGGAACGCGGAGATGAAAATTGTGGATCCGGATACGGGTTGCTCT 1146 
R.idaeus         TGTGGGACTGTCGTCAGAAACGCAGAGTTGAAGATCGTTGATCCTGAAACTGGTGCCTCT 1140 
A.thaliana       TGTGGTACTGTTGTAAGAAATGCTGAGATGAAAATAGTTGATCCAGACACCGGAGATTCT 1200 
                 ***** ** ** ** ** ** ** *** **** ** ** ** ** ** ** **    **  
G.max            TTACCCAGAAACCAATCCGGTGAAATTTGCATAAGAGGCGACCAGATTATGAAAGGTTAT 1209 
A.fruticosa      TTGCCACGAAACCAGTCCGGTGAAATTTGCATAAGAGGCGACCAGATCATGAAAGGTTAT 1188 
P.tomentosa      CTACCGAGGAACCAGCCTGGTGAGATCTGCATCCGGGGTGATCAGATCATGAAAGGATAT 1188 
S.tuberosum      CTGCCCCGTAACCAACCCGGTGAAATTTGCATTAGAGGTGATCAAATCATGAAAGGTTAC 1206 
R.idaeus         TTGCCGCGCAACCACCCTGGTGAGATTTGCATCAGAGGCCACCAGATCATGAAAGGTTAT 1200 
A.thaliana       CTTTCGAGGAATCAACCCGGTGAGATTTGTATTCGTGGTCACCAGATCATGAAAGGTTAC 1260 
                  *  *  * ** **  * ***** ** ** **  * **  * ** ** ******** **  
G.max            CTAAATGATGGAGAGGCTACAGAGAGAACCATAGACAAAGATGGTTGGTTGCACACAGGT 1269 
A.fruticosa      CTAAATGATCAAGAGGCTACGCAGAGAACCATAGACAAAGAAGGGTGGTTGCATACAGGT 1248 
P.tomentosa      CTTAATGACCCTGAGGCAACCTCAAGAACAATAGACAAAGAAGGATGGCTGCACACAGGC 1248 
S.tuberosum      TTGAATGATCCCGAGGCCACAGCTAGAACAATAGAAAAAGAAGGATGGTTACACACTGGC 1266 
R.idaeus         CTTAATGATCCGGAGGCCACAAGAACAACCATAGACAAGCAAGGTTGGCTACACACAGGT 1260 
A.thaliana       CTCAACAATCCGGCAGCTACAGCAGAGACCATTGATAAAGACGGTTGGCTTCATACTGGA 1320 
                  * **  *    *  ** **       ** ** ** **  * ** *** * ** ** **  
G.max            GACATCGGTTACATCGACGATGACGATGAGTTATTCATCGTTGACAGGCTCAAGGAATTG 1329 
A.fruticosa      GACATCGGCTACATCGACGATGACGATGAGTTATTCATCGTTGACAGGCTTAAGGAATTG 1308 
P.tomentosa      GATATCGGCTACATTGATGATGATGATGAGCTTTTCATCGTTGACAGATTGAAGGAATTG 1308 
S.tuberosum      GATATTGGATTCATTGACGATGATGATGAGCTTTTCATTGTGGACCGATTGAAGGAATTG 1326 
R.idaeus         GACATAGGCTTCATTGATGACGATGAAGAGCTCTTCATTGTTGATCGATTAAAGGAGCTC 1320 
A.thaliana       GATATTGGATTGATCGATGACGATGACGAGCTTTTCATCGTTGATCGATTGAAAGAACTT 1380 
                 ** ** ** *  ** ** ** ** ** *** * ***** ** **  *  * ** **  *  
G.max            ATCAAATACAAAGGATTTCAAGTGGCTCCAGCTGAACTTGAAGCCCTTCTTCTCACTCAT 1389 
A.fruticosa      ATCAAATACAAAGGATTTCAGGTGGCTCCTGCTGAACTCGAAGCCCTTCTTCTCTCTCAT 1368 
P.tomentosa      ATCAAGTATAAAGGGTTTCAGGTTGCTCCTGCTGAACTCGAAGCTCTGTTAATAGCCCAT 1368 
S.tuberosum      ATCAAATACAAAGGATTTCAAGTGGCGCCTGCCGAGCTTGAAGCTCTTCTTATCAACCAC 1386 
R.idaeus         ATCAAATACAAAGGCTTTCAGGTTGCCCCTGCTGAGCTTGAAGCCTTGCTCGTCACCCAT 1380 
A.thaliana       ATCAAGTATAAAGGTTTTCAGGTAGCTCCGGCTGAGCTAGAGGCTTTGCTCATCGGTCAT 1440 
                 ***** ** ***** ***** ** ** ** ** ** ** ** **  *  *  *    **  
G.max            CCTAAGATCTCTGATGCTGCTGTTGTTCCAATGAAGGATGAAGCCGCGGGAGAGGTACCT 1449 
A.fruticosa      CCCAAGATCACCGATGCTGCTGTGGTTCCAATGAAGGATGAAGCAGCTGGAGAGGTACCT 1428 
P.tomentosa      CCAGAGATATCCGATGCTGCTGTAGTAGGATTGAAAGATGAGAATGCGGGAGAAGTTCCT 1428 
S.tuberosum      CCCGACATTTCTGATGCTGCTGTTGTCCCAATGATAGATGAACAAGCGGGAGAAGTTCCA 1446 
R.idaeus         CCTAACATCTCTGATGCTGCCGTTGTCCCAATGAAGGATGACGCAGCTGGCGAGGTTCCG 1440 
A.thaliana       CCTGACATTACTGATGTTGCTGTTGTCGCAATGAAAGAAGAAGCAGCTGGTGAAGTTCCT 1500 
                 **  * **  * **** *** ** **   * ***  ** **    ** ** ** ** **  
G.max            GTTGCATTTGTGGTCATATCAAATGGTTATACCGACACAACCGAGGATGAAATTAAGCAG 1509 
A.fruticosa      GTTGCATTTGTGGTGAGATCAAATGGTCACACAGACACAACCGAGGATGAAATTAAGCAG 1488 
P.tomentosa      GTTGCATTTGTAGTGAAATCAGAAAAGT---CTCAGGCCACCGAAGATGAAATTAAGCAG 1485 
S.tuberosum      GTGGCTTTTGTTGTTAGATCAAATGGAT---CTACCATTACTGAGGATGAAGTCAAGGAT 1503 
R.idaeus         GTTGCATTTGTCGTGAGTCCAAAGGGCT---CTCAAATCACTGAGGATGAAATCAAGCAA 1497 
A.thaliana       GTTGCATTTGTGGTGAAATCGAAGGATT---CGGAGTTATCAGAAGATGATGTGAAGCAA 1557 
                 ** ** ***** ** *   *  *        *        * ** *****  * *** *  
G.max            TTTATCTCCAAACAGGTGGTGTTTTACAAAAGAATAAACCGAGTATTCTTCATTGATGCA 1569 
A.fruticosa      TTTATCTCCAAACAGGTGGTGTTTTATAAAAGAATAAGCAGAGTATTCTTCATTGATGCA 1548 
P.tomentosa      TATATTTCAAAACAGGTGATATTCTACAAGAGAATAAAACGAGTTTTCTTCATTGAAGCT 1545 
S.tuberosum      TTCATCTCCAAGCAGGTGATATTCTATAAGAGAATAAAGCGTGTATTTTTCGTAGAGACG 1563 
R.idaeus         TTTATTTCAAAACAGGTTGTATTCTACAAAAGAATAAAACGAGTATTTTTCATTGAAGCC 1557 
A.thaliana       TTCGTGTCGAAACAGGTTGTGTTTTACAAGAGAATCAACAAAGTGTTCTTCACTGAATCC 1617 
                 *   * ** ** *****  * ** ** ** ***** *     ** ** ***   **  *  
G.max            ATTCCCAAGTCACCGTCAGGCAAAATCTTGCGCAAGGATCTAAGAGCAAAGATAGCGG-C 1628 
A.fruticosa      ATTCCCAAGTCACCGTCAGGTAAAATCTTACGAAAGGATCTAAGAGCAAAGCTTGCAG-C 1607 
P.tomentosa      ATTCCCAAGGCACCATCTGGCAAGATCCTGAGGAAGAATCTGAAAGAAAAGTTGGCGGGC 1605 
S.tuberosum      GTACCAAAATCTCCGTCAGGAAAAATTCTGAGAAAAGATTTAAGAGCTAGACTGGCTG-C 1622 
R.idaeus         ATTCCCAAGTCCCCATCGGGCAAGATCTTGCGGAAGGAGTTGAGAGCAAAGCTTGCTG-C 1616 
A.thaliana       ATTCCTAAAGCTCCATCAGGGAAGATATTGAGGAAAGATCTGAGGGCAAAACTAGCAA-A 1676 
                  * ** **  * ** ** ** ** **  *  * **  *  * *  *  *   * **     
G.max            AAGTGTTCCAAAATGA 1644 
A.fruticosa      AGGTGTTCCAAATTGA 1623 
P.tomentosa      ATATAA---------- 1611 
S.tuberosum      TGGTATTTCAAATTGA 1638 
R.idaeus         TGGCTTTGCAAATTGA 1632 
A.thaliana       TGGATT-GTGA----- 1686 
G.max            ----------------------------------ATGGC--TGATGATGGAAGCAG-GAG 23 
A.fruticosa      ----------------------------------ATGGCATTTGAGACAGAAGAACCAAA 26 
P.tomentosa      ----------------------------------------------ATGAATCCACAAGA 14 
S.tuberosum      ----------------------------ATGCCGATGGATACCGAAACAAAGCAATCAGG 32 
R.idaeus         --------------------------------------ATGGCGGTCCAAACACCTCAAC 22 
A.thaliana       ATGGCGCCACAAGAACAAGCAGTTTCTCAGGTGATGGAGAAACAGAGCAACAACAACAAC 60                    
 
G.max            G--GAATTGATATTCAGGTCGAAGCTTCCGGATATCTACATCCCCAAACATATGCCCCTC 81 
A.fruticosa      G--GAATTCATCTTCAGGTCAAAATTACCAGAAATCCCAATCTCCAAACACCTTCCCCTT 84 
P.tomentosa      A--GAATTCATCTTTCGCTCAAAATTACCAGACATCTACATCCCGAAAAACCTTCCCCTG 72 
S.tuberosum      A--GATTTAATCTTTCGATCTAAACTCCCTGATATTTACATCCCTAAACATTTGCCTTTA 90 
R.idaeus         A-CAACATCGTCTACCGCTCCAAGCTCCCGGACATCCATATCCCAAACCACCTCCCTCTC 81 
A.thaliana       AGTGACGTCATTTTCCGATCAAAGTTACCGGATATTTACATCCCGAACCACCTATCTCTC 120 
                     *  *  * *   * ** **  * ** ** **    *** * **  *  *  *  *  
G.max            CACTCTTACTGCTTCGAGAATTTGAGAGAGTGTGGTTCACGCCCCTGCCTGATCAATGCC 141 
A.fruticosa      CACTCTTACTGCTTTGAGAACCTCTCAGAATTCGGGTCACGTCCATGCTTGATCAGTGCC 144 
P.tomentosa      CATTCATACGTTCTTGAAAACTTGTCTAACCATTCATCAAAACCTTGCCTGATAAATGGG 132 
S.tuberosum      CATTCTTATTGCTTTGAAAATCTATCGGAGTTTAATTCCCGGCCCTGTTTGATTGATGGT 150 
R.idaeus         CATTCCTACATATTCCAAAACAAATCCCACCTCACCTCAAAGCCCTGCATCATCAATGGC 141 
A.thaliana       CACGACTACATCTTCCAAAACATCTCCGAATTCGCCACTAAGCCTTGCCTAATCAACGGA 180 
                 **    **     *  * **        *        *    ** **  * **    *   
G.max            CCCACGGGAGACGTCTACAGCTACCACGAGGTGGACAGCACCGCCAGAAAGGTGGCGAGG 201 
A.fruticosa      CCAACAGGGGACGTGTACACCTACTATGACGTGGAACTCACCGCTAGAAGAGTTGCCTCT 204 
P.tomentosa      GCGAATGGAGATGTCTACACCTATGCTGACGTTGAGCTCACAGCAAGAAGAGTTGCTTCT 192 
S.tuberosum      GCAAATGATCGAATCTATACTTATGCTGAAGTTGAACTTACTTCGAGAAAAGTTGCTGTT 210 
R.idaeus         ACTACTGGCGACATCCACACCTACGCCAAATTCAAACTCACCGCCCGGAAAGTCGCCTCC 201 
A.thaliana       CCAACCGGCCACGTGTACACTTACTCCGACGTCCACGTCATCTCCCGCCAAATCGCCGCC 240 
                  * *  *      *  * *  **     *  *  *    *   *  *     * **     
G.max            GGGCTGAAGAAAGAGGGCGTGGAACAGGGCCAGGTCATCATGATCCTCCTCCCCAATTGC 261 
A.fruticosa      GGACTCAACAAATTGGGTGTCCAACAAGGTGATGTCATCATGCTCCTTCTTCCTAATTCA 264 
P.tomentosa      GGTCTTAACAAGATTGGTATTCAACAAGGTGACGTGATCATGCTCTTCCTACCAAGTTCA 252 
S.tuberosum      GGTCTTAACAAATTGGGGATCCAACAGAAGGATACAATCATGATCCTTTTGCCTAATTGC 270 
R.idaeus         GGCCTCAACAAGCTCGGCATCGAGAAAGGCGACGTCTTCATGCTTTTGCTCCCCAACACT 261 
A.thaliana       AATTTTCACAAACTCGGCGTTAACCAAAACGACGTCGTCATGCTCCTCCTCCCAAACTGT 300 
                     *  * **    **  *  *  *     *     ***** *  *  * ** *      
G.max            CCCGAATTCGTCTTCTCGTTTCTTGGCGCATCCCACCGCGGTGCCATGGCCACTGCCGCC 321 
A.fruticosa      CCAGAATTTGTGTTCTCCTTCTTGGGTGCCTCTTACCGTGGTGCCATGATCACTGCTGCC 324 
P.tomentosa      CCTGAATTCGTGCTTGCTTTCCTAGGCGCTTCACACAGAGGTGCCATTATCACTGCTGCC 312 
S.tuberosum      CCTGAATTTGTGTTTGCGTTTATTGGCGCATCGTATCTAGGAGCAATTTCAACAATGGCT 330 
R.idaeus         TCCGAATTCGTCTTTGCCTTCTTGGGAGCCTCGTTCTGCGGAGCCATGATGACAGCCGCC 321 
A.thaliana       CCCGAATTCGTCCTCTCTTTCCTCGCCGCCTCCTTCCGCGGCGCAACCGCCACCGCCGCA 360 
                  * ***** **  *  * **  * *  ** **       ** ** *     **    **  
G.max            AACCCTTTCTTCACCCCCGCCGAGATTGCAAAGCAAGCCCATGCCTCCAATGCCAAGCTC 381 
A.fruticosa      AACCCATTCTTCACATCCGCTGAGATTGCAAAACAGGCCAAAGCCTCCAACACCAAGTTG 384 
P.tomentosa      AATCCTTTCTCCACCCCTGCAGAGCTAGCAAAACATGCCAAGGCCTCGAGAGCAAAGCTT 372 
S.tuberosum      AATCCTCTGTTTACACCAGCAGAGGTAGTAAAGCAAGCCAAAGCCTCAAGTGCTAAGATT 390 
R.idaeus         AACCCTTTCTTCACTCCGGCGGAAATCGCGAAACAGGCCAAGGCGTCGAAGGCGAAGCTG 381 
A.thaliana       AACCCTTTCTTCACTCCGGCGGAGATAGCTAAACAAGCCAAAGCCTCCAACACCAAACTC 420 
                 ** **  * *  **  * ** **  * *  ** ** *** * ** ** *   * **  *  
G.max            CTCATCACCCAGGCCTCTTACTACGACAAAGTCAAGGACCTCC---------GCGACATC 432 
A.fruticosa      CTTATAACACAAGCTTCTTACTACGACAAGGTTAAGGATTTG------------GATGTG 432 
P.tomentosa      CTGATAACACAGGCTTGTTACTACGAGAAGGTTAAAGATTTTGCCCGAGAAAGTGATGTT 432 
S.tuberosum      GTTATCACGCAAGCTTGTTTTGCGGGGAAAGTGAAGGACTACGCAATTGAAAATGATTTG 450 
R.idaeus         ATCATCACTTTCGCTTGCTATTACGACAAAGTAAAA--GACTTATCATG-CGACGAAGTG 438 
A.thaliana       ATAATCACCGAAGCTCGTTACGTCGACAAAATCAAACCACTTCAAAACGACGACGGAGTA 480 
                  * ** **    **    *     *  **  * **                   *   *  
G.max            AAGCTCGTATTCGTCGACTCTTGTCCCCCCCATACAGAGGAGAAGCAGCATCTCCATTTC 492 
A.fruticosa      AAGTTGGTGTTCGTGGACTC---TCCCCCTGATG------------GGCACATGCACTAT 477 
P.tomentosa      AAGGTCATGTGCGTGGACTC---TGCCCCGGATG------------GGTGCTTGCACTTT 477 
S.tuberosum      AAGGTAATATGCGTCGATTC---AGTACCGGAAG------------GTTGTGTTCATTTC 495 
R.idaeus         AAGTTGATGTGCATTGAC---------TCGCCGCCACCTGACTCGTCTTGTCTTCATTTC 489 
A.thaliana       GTCATCGTCTGCATCGACGACAACGAATCCGTGCCAATCCCTGAAGGCTGCCTCCGCTTC 540 
                     *  * * * * **           *                       * *  *   
G.max            TCACATCTGTGTGAGGATAACGGTGACG-CTGATGTTGATGTTGAT--GTTGATATCAAG 549 
A.fruticosa      TCAGAGCTGCGTGAGGCT---GATGAGA-GTGACATG---CCTGAG--GTGAAGACCAAC 528 
P.tomentosa      TCAGAGCTAACACAGGCA---GACGAAA-ATGAAGCG---CCTCAG--GTCGACATTAGT 528 
S.tuberosum      TCCGAATTGATTCAATCC---GACGAAC-ACGAAATT---CCTGAT--GTGAAAATCCAG 546 
R.idaeus         TCCGAACTGACTCAGTC---AGACGAGA----ACGACGTGCCGGAT--GTGGACATCAGC 540 
A.thaliana       ACCGAGTTGACTCAGTCGACAACCGAGGCATCAGAAGTCATCGACTCGGTGGAGATTTCA 600 
                  *  *  *     *          **      *               **  * *      
 
 
Fig.3.2 Allineamento di sequenze nucleotidiche di diverse specie vegetali codificanti per il gene 4cl (4-coumarato:CoA-ligasi). 
In  giallo sono evidenziate le zone altamente conservate sulle quali sono stati disegnati i primer per le reazioni di 
amplificazione di DNA e cDNA.  
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L.esculentum       ----------------------------------ATGC--CGTCAGTCTCCGGTCGGGTC 24 
S.tuberosum        ----------------------------------ATGC--CATCAGAATCCGGCAAAGTT 24 
P.tremuloides      ------------------------ATGCCTGTTGATGCTTCATCACTTTCAGGCCAAGGC 36 
A.thaliana         ------------------------ATGCCAGTCGACGTAGCCTCACCGGCCGGAAAAACC 36 
E.globules         ------------------------ATGCCCGT-GACGCCCTCCCCGGTTCCGGCCAGACC 35 
L.perenne          ATGACTGTTGTCAACACCG---------TCGCGCAGCAACTGCCTGGCCATGGGCAGACC 51 
H.vulgare          ATGACCGTCGTCGACGCCGCCGCCGCCGTCGCGCAGGAGCTGCCCGGGCACGGGCAGACC 60 
                                                     *        *       **        
L.esculentum       ---GTCTGTGTTACCGGTGCCGGAGGCTTCATCGCCTCTTGGCTCGTTAAACTTCTTTTG 81 
S.tuberosum        ---GTTTGTGTTACCGGCGCCGGAGGTTTCATTGCCTCTTGGCTCGTTAAACTCCTTCTA 81 
P.tremuloides      CAAACTTGTGTCACCGGGGCTGGTGGTTTCATTGCTTCTTGGATGGTTAAACTTCTTTTA 96 
A.thaliana         ---GTCTGCGTCACCGGAGCTGGTGGATACATCGCTTCTTGGATTGTTAAGATACTTCTC 93 
E.globules         ---GTCTGCGTCACCGGCGCCGGCGGCTTCATCGCCTCCTGGATTGTCAAGCTGCTCCTC 92 
L.perenne          ---GTGTGTGTCACCGGCGCTGCCGGATACATCGCGTCTTGGCTCGTCAAGCTGCTCCTG 108 
H.vulgare          ---GTGTGCGTCACCGGCGCCGCCGGGTACATCGCGTCGTGGCTCGTCAAGCTGCTCCTG 117 
                         ** ** ***** ** *  ** * *** ** ** *** * ** **  * **  *  
L.esculentum       GAAAAAGGCTACACTGTTAGGGGAACTGTAAGAAATCCTGATGATCCAAAGAATTGTCAT 141 
S.tuberosum        GAAAAAGGCTACACTGTCAGAGGAACCGTTAGAAACCCTGATGATCCTAAAAATGGTCAC 141 
P.tremuloides      GATAAAGGTTACACTGTTAGAGGAACTGCGAGGAACCCAGCTGATCCCAATAATTCTCAT 156 
A.thaliana         GAGAGAGGTTACACAGTCAAAGGAACCGTACGGAATCCAGATGATCCGAAGAACACACAT 153 
E.globules         GAGCGAGGCTACACCGTGCGAGGAACTGTCAGGAACCCAGACGACCCGAAGAATGGGCAT 152 
L.perenne          GAGAGAGGCTACACCGTGAAGGGCACAGTGAGGAACCCAGATGATCCCAAGAACGCTCAC 168 
H.vulgare          GAGAGGGGCTACACCGTCAAGGGCACAGTGAGGAACCCAGATGACCCGAAGAATGCACAC 177 
                   **    ** ***** **    ** ** *   * ** ** *  ** ** ** **    **  
L.esculentum       TTGAGAGAACTTGAAGGAGCAAAAGAGAGGCTAACACTATGCAGAGGTGATCTTCTTGAT 201 
S.tuberosum        TTGAAGGAACTTGAAGGTGCAAAGGAGAGACTGATTCTGCTGAGAGCTGATCTTCTGGAT 201 
P.tremuloides      TTGAGGGAGCTTGAAGGAGCTCAAGAAAGATTAACTTTATGCAAAGCTGATCTTCTTGAT 216 
A.thaliana         TTGAGAGAACTAGAAGGAGGAAAGGAGAGACTGATTCTGTGCAAAGCAGATCTTCAGGAC 213 
E.globules         CTGAGAGATCTGGAAGGAGCCAGCGAGAGGCTGACGCTGTACAAGGGTGATCTGATGGAC 212 
L.perenne          CTGAAGGCGCTGGACGGCGCCGTCGAGAGGCTGATCCTCTGCAAAGCCGACCTCCTCGAC 228 
H.vulgare          CTGAAGGCGCTGGACGGCGCCGCCGAGAGGCTGGTCCTCTGCAAGGCCGACCTCCTCGAC 237 
                    ***  *  ** ** ** *     ** **  *     *    *  *  ** **    **  
L.esculentum       TATCAGAGTTTGCGTGAAGCAATCAATGGCTGTGACGGAGTTTTCCACACAGCTTCACCA 261 
S.tuberosum        TATCAGAGTTTGAGAGAAGCAATTTATGGCTGTGACGGGGTTTTCCACACCGCCTCCCCT 261 
P.tremuloides      TATGAGTCTCTTAAAGAGGCTATTCAAGGGTGTGATGGTGTTTTCCACACTGCTTCTCCC 276 
A.thaliana         TACGAGGCTCTTAAGGCGGCGATTGATGGTTGCGACGGCGTCTTTCACACGGCTTCTCCT 273 
E.globules         TACGGGAGCTTGGAAGAAGCCATCAAGGGGTGCGACGGCGTCGTCCACACCGCCTCTCCG 272 
L.perenne          TATGATGCCATATGCGCCGCCGCCGAGGGCTGCCATGGCGTGTTCCACACCGCCTCTCCG 288 
H.vulgare          TACGACGCCATCTGCGCCGCCGTCGAGGGCTGCCACGGCGTGTTCCACACCGCCTCCCCC 297 
                   **        *    *  **     * ** **  * ** **  * ***** ** ** **  
L.esculentum       GTTACTGATGATCCAGAACAAATGGTGGAGCCAGCAGTAATTGGTACTAAGAATGTGATA 321 
S.tuberosum        GTCACTGATGATCCAGAACAAATGGTGGAGCCAGCGGTTATAGGGACTAAGAATGTGATA 321 
P.tremuloides      GTCACAGATGATCCGGAAGAAATGGTGGAGCCAGCAGTGAACGGGACCAAAAATGTGATC 336 
A.thaliana         GTCACCGACGATCCGGAACAAATGGTGGAGCCGGCCGTGAATGGAGCCAAGTTTGTAATT 333 
E.globules         GTCACCGACGATCCTGAGCAAATGGTGGAGCCAGCGGTGATCGGGACGAAAAATGTGATC 332 
L.perenne          GTCACCGATGATCCTGAGCAGATGGTGGAGCCGGCGGTGCGGGGCACGGAGTACGTGATC 348 
H.vulgare          GTCACCGACGACCCTGAGCAGATGGTGGAGCCGGCGGTGAGGGGCACGGAATACGTGATC 357 
                   ** ** ** ** ** **  * *********** ** **    **  *  *    ** **  
L.esculentum       ACAGCAGCAGCAGAGGCCAA---TGTAAGACGCGTTGTGTTTACTTCCTCAATTGGAGCT 378 
S.tuberosum        ACAGCCGCAGCAGAAGCCAA---AGTTGGAAGAGTTGTGTTTACTTCGTCAATTGGTACA 378 
P.tremuloides      ATTGCGGCGGCTGAGGCCAA---AGTCCGACGAGTGGTGTTCACGTCCTCAATTGGTGCT 393 
A.thaliana         AATGCTGCGGCTGAAGCCAA---GGTCAAGCGCGTGGTCATCACCTCCTCCATTGGTGCC 390 
E.globules         GTCGCAGCGGCGGAGGCCAA---GGTCCGGCGGGTTGTGTTCACCTCCTCCATCGGTGCA 389 
L.perenne          AACGCAGCGGCGGATGCAGGAACGGTGCGCCGGGTGGTGTTCACGTCGTCCATCGGCGCC 408 
H.vulgare          GACGCGGCGGCGGACGCCGGCACCGTGCGCCGGGTTGTGTTCACGTCGTCCATCGGCGCC 417 
                      ** ** ** ** **       **     * ** **  * ** ** ** ** **  *  
L.esculentum       GTGTACATGGACCCAAGCAGAGACCCTGAAAAAGTGGTTGACGAGACTTGCTGGAGCGAT 438 
S.tuberosum        GTATACATGGACCCCAACCGGGCCCCGGATAAAGTTGTGGACGAGACTTGCTGGAGTGAT 438 
P.tremuloides      GTGTACATGGATCCCAATAAGGGCCCAGATGTTGTCATTGATGAATCTTGCTGGAGTGAT 453 
A.thaliana         GTCTACATGGACCCGAACCGTGACCCTGAGGCTGTCGTTGACGAAAGTTGTTGGAGTGAT 450 
E.globules         GTCACCATGGACCCCAACCGGGGTCCAGACGTTGTGGTGGACGAGTCTTGTTGGAGCGAC 449 
L.perenne          GTCACCATGGACCCCAACCGCGGTCCTGACGTAGTTGTCGACGAGTCCTGCTGGAGCGAC 468 
H.vulgare          GTCACCATGGACCCCAACCGCGGGCCCGACGTGGTCGTCGACGAGTCCTGCTGGAGCGAT 477 
                   **   ****** ** *     *  ** **    **  * ** **    ** ***** **  
L.esculentum       CCTGATTTTTGCAAGAACACTAAGAATTGGTATTGTTATGGTAAGATGGTGGCAGAACAA 498 
S.tuberosum        CTTGGCTTCTGCAAGAATACTAAGAATTGGTACTGCTACGGGAAGACGGTGGCGGAAAAG 498 
P.tremuloides      CTTGAATTCTGCAAGAACACCAAGAATTGGTATTGCTATGGAAAGGCTGTGGCAGAACAA 513 
A.thaliana         CTTGACTTCTGCAAAAACACCAAGAATTGGTATTGTTACGGCAAGATGGTGGCGGAACAA 510 
E.globules         CTCGAATTTTGCAAGAGCACTAAGAACTGGTATTG-TACGGCAAGGCAGTGGCGGAGAAG 508 
L.perenne          CTCGAATTCTGCAAGAAGACCAAGAACTGGTACTGCTACGGCAAGGCGGTGGCGGAGCAG 528 
H.vulgare          CTTGAGTTCTGCAAGAAAACCAAGAACTGGTACTGCTACGGCAAGGCGGTGGCGGAGCAG 537 
                   *  *  ** ***** *  ** ***** ***** ** ** ** ***   ***** **  *  
 
L.esculentum       GCAGCGTGGGATGAGGCGAGGGAGAAAGGAGTTGATTTAGTCGCGATAAATCCAGTGTTG 558 
S.tuberosum        ACAGCATGGGATGAGGCAAGGGAAAAAGGAGTGGATTTGGTGGTGATCAATCCAGTGTTG 558 
P.tremuloides      GCTGCATGGGATATGGCTAAGGAGAAAGGGGTGGACCTAGTGGTGGTTAACCCAGTGCTG 573 
A.thaliana         GCGGCGTGGGAGACAGCAAAGGAGAAAGGTGTTGACTTGGTGGTGTTGAATCCGGTGCTG 570 
E.globules         GCCGCTTGCGCAGAGGCGAAGGAGAGAGGGGTTGACCTCGTGGTGATTAACCCTGTGCTC 568 
L.perenne          GCTGCGTGGGAGGCAGCCAGGAAGCGTGGCATCGACCTCGTTGTCGTGAACCCTGTGCTC 588 
H.vulgare          GCGGCGTGGGAGAAGGCGAGGGCGCGCGGCGTGGACCTGGTGGTGGTGAACCCGGTGCTG 597 
                    * ** ** *     ** * *      **  * **  * ** *   * ** ** *** *  
L.esculentum       GTGCTTGGACCATTGCTACAAAATACTGTGAATGCTAGTGTTCTTCATATCCTCAAGTAC 618 
S.tuberosum        GTGCTTGGACCACTGCTTCAACCAACAGTGAATGCTAGTGTTCTTCACATACTAAAGTAC 618 
P.tremuloides      GTGCTCGGACCATTGTTCCAGCCCACTGTCAATGCTAGCATCGTTCACATCCTCAAGTAC 633 
A.thaliana         GTTCTTGGACCGCCATTACAGCCAACGATCAACGCCAGTCTTTACCACGTCCTCAAGTAT 630 
E.globules         GTGCTTGGACCGCTCCTTCAGTCGACGATCAATGCGAGCATCATCCACATCCTCAAGTAC 628 
L.perenne          GTGGTCGGGCCACTGCTGCAGCCAACGGTGAACGCTAGCGCCGCACACATCCTCAAGTAC 648 
H.vulgare          GTGGTCGGGCCGCTGCTGCAGCCGACGGTGAACGCCAGCGCCGCGCACATCCTCAAGTAC 657 
                   **  * ** **     * **    **  * ** ** **       **  * ** *****  
L.esculentum       CTTACTGGCTCAGCTAAAACATATGCTAATTCAGTTCAAGCATATGTACATGTTAAGGAT 678 
S.tuberosum        CTAACTGGCTCTGCTAAAACATATGCCAATTCAATTCAGGCGTATGTTCATGTTAAGGAT 678 
P.tremuloides      CTCACCGGCTCAGCCAAGACTTATGCTAACTCTGTTCAAGCTTATGTGCATGTTAGGGAT 693 
A.thaliana         CTAACCGGCTCGGCTAAGACTTATGCTAATTTGACTCAAGCTTATGTGGATGTTCGCGAT 690 
E.globules         TTGACTGGCTCAGCCAAGACCTACGCCAACTCGGTCCAGGCGTACGTGCACGTCAAGGAC 688 
L.perenne          CTCGACGGCTCGGCCAAGAAGTATGCCAACGCCGTGCAGTCATACGTGGACGTGCGTGAT 708 
H.vulgare          CTCGACGGCTCCGCCAGGAAGTACGCCAACGCGGTGCAGGCGTACGTGGACGTGCGCGAC 717 
                    *    ***** ** *  *  ** ** **       **  * ** **  * **    **  
L.esculentum       GTGGCTTTAGCTCACATACTTCTCTATGAAACTCCTTCAGCATCAGGACGTTACCTCTGT 738 
S.tuberosum        GTGGCACTAGCCCACATACTTCTCTATGAAGCTCCTTCTGCATCTGGCCGCTATATCTGT 738 
P.tremuloides      GTGGCACTAGCCCACATTTTAGTCTTTGAGACGCCTTCCGCCTCTGGCCGTTACCTTTGC 753 
A.thaliana         GTCGCCCTGGCTCATGTTCTGGTCTATGAGGCACCCTCGGCCTCCGGACGTTATCTCCTA 750 
E.globules         GTCGCGCTTGCCCACGTCCTTGTCTTGGAGACCCCATCCGCCTCAGGCCGCTATTTGTGC 748 
L.perenne          GTAGCCGACGCGCACATCCGCGTGTTCGAGGCGCCCGAGGCCTCGGGCCGGTACCTCTGC 768 
H.vulgare          GTCGCCGGCGCGCACCTCCGGGTCTTCGAGGCGCCCCAGGCCTCCGGCCGCTACCTCTGC 777 
                   ** **    ** **  *     * *  **  * **    ** ** ** ** **  *     
L.esculentum       GCTGAGAGTGTGCTTCATCGTGGTGACATCGTTGAAATTCTAGCCAAATTCTTCCCTGAA 798 
S.tuberosum        GCTGAGAGCGTCCTTCATCGCGGCGATGTGGTTGAAATTCTCGCCAAATTCTTCCCGGAG 798 
P.tremuloides      TCTGAGAGCGTTCTCCACCGTGGAGAGGTGGTGGAAATTCTTGCAAAGTTCTTCCCCGAG 813 
A.thaliana         GCCGAGAGTGCTCGCCACCGCGGGGAAGTTGTTGAGATTCTGGCTAAGCTATTCCCGGAG 810 
E.globules         GCCGAGAGCGTCCTCCACCGTGGCGATGTGGTGGAAATCCTTGCCAAGTTCTTCCCTGAG 808 
L.perenne          GCCGAGCGCGTGCTGCACCGTGGGGACGTTGTCCAAATCCTCAGCAAACTCTTCCCTGAG 828 
H.vulgare          GCCGAGCGCGTCCTGCACCGCCAGGACGTCGTCCACATCCTCGCCAAGCTCTTCCCCGAG 837 
                    * *** * *  *  ** **    **  * **  * ** **    **  * ***** **  
L.esculentum       TATCCCATCCCCACAAAGTGTTCGGATGTGACGAAGCCAAGGGTAAAACCATACAAATTC 858 
S.tuberosum        TATCCAATACCTACCAAGTGCTCGGATGAAACGAGGCCAAGGGCAAAACCGTACAAATTC 858 
P.tremuloides      TACCCCATCCCTACCAAGTGCTCAGATGAGAAGAACCCAAGAAAACAACCTTACAAGTTC 873 
A.thaliana         TATCCTCTTCCGACCAAGTGCAAGGACGAGAAGAACCCTAGAGCCAAGCCATACAAATTC 870 
E.globules         TATAACGTACCGACCAAGTGCTCTGATGAGGTGAACCCAAGAGTAAAACCATACAAGTTC 868 
L.perenne          TACCCTGTGCCAACAAGGTGCTCTGACGAAGTGAACCCACGGAAGCAGCCTTATAAGATG 888 
H.vulgare          TACCCCGTCCCAACAAGGTGCTCTGACGAGGTGAACCCACGGAAGCAGCCTTACAAGATG 897 
                   **     * ** ** * ***    ** *    **  **  *     * ** ** **  *  
L.esculentum       TCAAACCAAAAATTGAAGGATTTGGGGATGGAATTTACACCAGTGAAACAATGCTTATAT 918 
S.tuberosum        ACGAACCAAAAGCTAAAGGACTTGGGTTTGGGGTTTACGCCAGTGAAACAGTGCTTATAT 918 
P.tremuloides      TCAAACCAGAAGCTAAGGGATCTGGGCTTCGAATTCACCCCTGTGAAGCAGTGTCTGTAT 933 
A.thaliana         ACTAACCAGAAGATTAAGGACTTAGGCTTAGAGTTCACTTCCACCAAGCAAAGCCTCTAC 930 
E.globules         TCCAACCAGAAGCTGAGAGACTTGGGGCTCGAGTTCACCCCGGTGAAGCAGTGCCTGTAC 928 
L.perenne          TCCAACCAGAAGCTGCAGGATCTTGGCCTCCAGTTCACTCCTGTGAACGACTCTCTGTAT 948 
H.vulgare          TCCAACCAGAAGCTGCAGGATCTTGGCCTCAAGTTCACTCCTGTGAACGACTCTCTGTAC 957 
                    * ***** **  *    **  * **  *    ** **  *    **  *     * **  
L.esculentum       GAGACAGTGAAGAGTCTACAAGAGAAAGGTCACCTT---------CCAATTCCAACTCAA 969 
S.tuberosum        GAGACAGTGAAGAGTCTGCAGGAGAAGGGTCACCTT---------CCAATTCCTACTCAA 969 
P.tremuloides      GAAACTGTTAAGAGCTTGCAGGAAAGGGGTCACCTT---------CCAATCCCAAAACAA 984 
A.thaliana         GACACAGTCAAGAGCTTACAAGAGAAAGGCCATCTTGCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTTCA 990 
E.globules         GAAACTGTCAAGAGCTTGCAGGAGAAAGGCCACCTA---------CCCGTCCCTCCCCCG 979 
L.perenne          GAGACCGTGAAGAGCCTCCAGGAGAAGGGACACCTC---------CTAGTACCAAGCAAA 999 
H.vulgare          GAGACGGTGAAGAGCCTCCAGGAGAAGGGGCACCTC---------CCGGTGCCGAGGAAG 1008 
                   ** ** ** *****  * ** ** *  ** ** **          *     **        
L.esculentum       AAGG---ACGAAATTATTCGAATTCAGACTTAG------------ 999 
S.tuberosum        AATG---ATGAACCTATTAAAATTCACTCTTAA------------ 999 
P.tremuloides      GCTGCAGAAGAGTCTGTGAAAATTCAATAA--------------- 1014 
A.thaliana         GCATCGCAAGAATCCGTGGAAAATGGCATTAAGATCGGGTCTTGA 1035 
E.globules         CCGG---AAGATTCGGTGCGTATTCAGGGATGA------------ 1009 
L.perenne          AATATAC---CAGAGGGATTGAACGGTGTAACGGCATGA------ 1035 
H.vulgare          GATATCCTCGCACCACAGCTGGACGGTGCAACAGCGTGA------ 1047 
                                                                 
 
 
Fig. 3.3 Allineamento di sequenze nucleotidiche di diverse specie vegetali codificanti per il gene ccr (cinnamil-CoA 
ossidoreduttasi). In  giallo sono evidenziate le zone altamente conservate sulle quali sono stati disegnati i primer per le 
reazioni di amplificazione di DNA e cDNA.  
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O.sativa             ATGGGCAGCCTCGCCGCCGAGAAGACCGTCACCGGGTGGGCCGCCAGGGACGCCTCCGGC 60 
L.usitatissimum      ------------------------------------------------------------ 
A.thaliana           ATGGGAATAATGGAGGCAGAGAGGAAAACAACAGGCTGGGCTGCCAGAGACCCATCTGGG 60 
C.capsularis         -TGGGCAGTCTCGAAACTGAAAGAAAGATTGTGGGATGGGCCGCGACCGATTCTACAGGC 59 
P.abies              ATGGGAAGCTTGGAATCTGAAAAAACTGTTACAGGATATGCAGCTCGGGACTCCAGTGGC 60 
                                                                                  
O.sativa             CACCTCACCCCCTACAACTACACCCTCAGGAAGACTGGGCCTGAAGATGTGGTGGTGAAG 120 
L.usitatissimum      ------------------------CTCAGAAACACGGGACCAGAAGATCTGTTCATCAAA 36 
A.thaliana           ATCCTCTCTCCTTACACTTACACTCTTAGAGAGACTGGACCAGAGGATGTGAACATAAGA 120 
C.capsularis         CACCTTGCTCCTTACACTTATTCATTAAGAGACACAGGTCCCGAGGATGTCGATATCAAA 119 
P.abies              CATTTGTCCCCTTACACTTACACTCTCAGGAACAAAGGACCTGAGGATGTCATAGTAAGG 120 
                                              * **  * *  ** ** ** *** *     * *   
O.sativa             GTTTTGTATTGTGGTATCTGCCATACTGACATCCACCAGGCCAAGAACCACCTTGGTGCT 180 
L.usitatissimum      GTTATGTGCTGCGGAATCTGCCACACTGATATCCACCAAATCAAGAACCACCTCGGCATG 96 
A.thaliana           ATCATTTGCTGTGGAATCTGCCACACCGATCTTCATCAAACTAAAAATGATCTTGGCATG 180 
C.capsularis         GTGATAAGTTGTGGGGTATGCCATACGGATATTCACCAAATAAAGAAAGACTTGGGCATG 179 
P.abies              GTCATTTACTGTGGAATCTGCCACTCTGACTTAGTTCAAATGCATAACGAAATGGGCATG 180 
                      *  *    ** **  * *****  * **  *    **     * **  *  * **     
O.sativa             TCCAAGTACCCCATGGTCCCTGGCCATGAGGTGGTCGGCGAGGTGGTGGAGGTCGGGCCG 240 
L.usitatissimum      TCTCGTTACCCCATGGTTCCTGGACATGAAATGGTTGGCGAGGCATTGGAAGTGGGATCG 156 
A.thaliana           TCTAATTACCCCATGGTTCCTGGGCATGAAGTGGTAGGGGAAGTAGTGGAGGTGGGATCA 240 
C.capsularis         TCTCACTACCCAATGGTGCCTGGTCATGAAGTCGTAGGAGAGGTTGTGGAAGTCGGCTCT 239 
P.abies              TCTAATTACCCAATGGTCCCTGGGCATGAAGTGGTGGGAGTGGTAACAGAGATTGGTAGC 240 
                     **    ***** ***** ***** *****  * ** ** *  *     **  * **     
O.sativa             GAGGTGACCAAGTACAGCGCCGGCGACGTCGTCGGCGTCGGCGTCATCGTCGGCTGCTGC 300 
L.usitatissimum      GAGGTGACCAAGTTCAAAACCGGAGACATAGTCGGCGTCGGACTCCTTGTCGGATGCTGC 216 
A.thaliana           GATGTGAGCAAGTTCACCGTAGGGGACATAGTTGGAGTTGGTTGCCTCGTTGGATGTTGC 300 
C.capsularis         GATGTGACTAAATTTAACGTTGGGGATGTTGTCGGTGTGGGGGTCATCGTGGGATGT--- 296 
P.abies              GAGGTGAAGAAATTCAAAGTGGGAGAACATGTAGGGGTTGGTTGCATTGTTGGGTCGTGT 300 
                     ** ****  ** *  *     ** **    ** ** ** **   * * ** ** *      
O.sativa             CGCGAGTGCCATCCGTGCAAGGCCAATGTGGAGCAGTACTGCAACAAGAGGATTTGGTCC 360 
L.usitatissimum      CGGAGCTGCCGCGCATGTGATGCTGACATCGAGCAGTACTGCAACAAGAAAATCTGGTCC 276 
A.thaliana           GGAGGTTGTAGCCCCTGCGAGAGAGATCTGGAACAGTATTGTCCAAAGAAGATTTGGAGC 360 
C.capsularis         AAGAATTGTCACCCTTGTAAGAGTGAAATTGAGCAATATTGTAACAAGAAGATTTGGTCT 356 
P.abies              CGCAGTTGCAGTAACTGCAATGGCAGCATGGAACAATACTGCAGCAAGAGGATTTGGACC 360 
                           **       **  *        * ** ** ** **    ****  ** ***    
O.sativa             TACAACGACGTCTACACCGACGGCCGGCCAACCCAGGGCGGCTTCGCCTCCGCCATGGTC 420 
L.usitatissimum      TACAACGACGTCTACACCGACGGGAACCCAACTCAAGGAGGCTTCGCCGAGTCGATGGTT 336 
A.thaliana           TACAATGATGTTTACATCAATGGTCAACCTACACAAGGCGGCTTCGCTAAAGCCACCGTC 420 
C.capsularis         TACAGTGATGTCTACACTGATGGCAAACCCACTCAAGGTGGCTTTGCTGCCTCCATGGTC 416 
P.abies              TACAATGATATGAACCATGACGGCACCCCTACTCAAGGAGGATTTGCCAGCAGTATGGTG 420 
                     ****  **  *  **    * **    ** ** ** ** ** ** **       *  **  
O.sativa             GTCGACCAGAAGTTTGTGGTGAAGATCCCGGCGGGGCTAGCGCCGGAGCAGGCGGCGCCG 480 
L.usitatissimum      GTCGACCAGAAGTTTGTAGTGAAGATCCCAGAAGGGATGTCGCCCGAGCAAGCAGCTCCT 396 
A.thaliana           GTTCACCAAAAGTTTGTGGTCAAGATTCCAGAAGGAATGGCGGTTGAGCAGGCTGCGCCG 480 
C.capsularis         GTCGATCAAAAGTTTGTGGTGAAAATCCCTGATGGAATGGCAGCAGAACAGGTGGCTCCA 476 
P.abies              GTTGATCAGATGTTTGTGGTTCGAATCCCGGAGAATCTACCTCTGGAACAAGCAGCCCCT 480 
                     **  * ** * ****** **    ** ** *      *  *    ** ** *  ** **  
O.sativa             CTGCTGTGCGCCGGGCTGACGGTGTACAGCCCACTGAAGCACTTCGGGCTGATGTCGCCA 540 
L.usitatissimum      TTGCTATGCGCAGGGGTGACGGTTTACAGTCCGCTGAACCACTTCGGGCTGAAGAAGAGT 456 
A.thaliana           CTACTGTGCGCTGGTGTGACTGTGTACAGTCCACTGAGCCACTTTGGTCTGAAACAACCA 540 
C.capsularis         CTCTTGTGTGCTGGTGTGACAGTTTACAGCCCACTGAAACACTTTGGTCTAATGGAGAGT 536 
P.abies              CTGTTATGTGCAGGGGTTACAGTTTACAGCCCAATGAAACATTTCGGCATGACAGAGCCT 540 
                      *  * ** ** **  * ** ** ***** **  ***  ** ** **  * *         
O.sativa             GGTCTCCGCGGCGGCGTCCTGGGGCTCGGCGGCGTGGGGCACATGGGCGTGAAGGTGGCC 600 
L.usitatissimum      GGGTTGAAAGGAGCGATCTTGGGGCTAGGAGGCGTTGGGCACATGGGAGTTAAGATTTCC 516 
A.thaliana           GGCCTAAGAGGAGGTATACTAGGGTTAGGTGGAGTCGGTCACATGGGTGTGAAAATAGCC 600 
C.capsularis         GGGTTAAGAGGAGGGATTTTGGGGCTTGGAGGAGTAGGTCACATGGGTGTGAAGATAGCA 596 
P.abies              GGAAAGAAATGTGGGATATTGGGTTTAGGAGGCGTGGGGCACATGGGTGTCAAGATTGCC 600 
                     **        * *   *  * **  * ** ** ** ** ******** ** **  *  *  
O.sativa             AAGTCGATGGGGCACCACGTGACGGTGATCAGCTCGTCGGCGAGGAAGCGCGGCGAGGCC 660 
L.usitatissimum      AAAGCAATGGGACACCATGTGACTGTAATTAGCTCCTCTGATAAGAAAAAGGTTGAAGCA 576 
A.thaliana           AAAGCAATGGGTCACCATGTGACTGTCATAAGCTCATCAAACAAGAAGAGAGAAGAGGCA 660 
C.capsularis         AAGGCTATGGGTCAC---GTGACTGTCATTAGCAGTAGCGATAAAAAGAGAGAAGAGGCA 653 
P.abies              AAAGCCTTTGGGCTTCACGTGACAGTCATAAGCTCGTCTGATAAGAAGAAAGAAGAAGCC 660 
                     **  *  * ** *     ***** ** ** ***         *  **    *  ** **  
 
 
O.sativa             ATGGACGACCTGGGCGCCGACGCCTACCTCGTCAGCTCCGACGCGG---CGGCGATGGCA 717 
L.usitatissimum      CTGGATCATCTCGGAGCTGATGAGTATTTGGTCAGTTCGGATTCGG---CAACAATGGAA 633 
A.thaliana           TTGCAAGATCTTGGAGCTGATGATTACGTGATCGGATCCGACCAAG-CGAAGATGAGCGA 719 
C.capsularis         ATGGAGCACTTGGGGGCAGATGAATACC---TCGTATCCAGCGACGTCGAATCCATGCAA 710 
P.abies              CTTGAAGTCCTCGGCGCCGATGCTTATCTTGTTAGCAAGGATGCTG---AAAAGATGCAG 717 
                      *  *     * ** ** ** *  **     *             *          *    
O.sativa             GCCGCCGGCGACTCGCTGGACTACATCATCGACACCGTGCCGGTGCACCACCCGCTGGAG 777 
L.usitatissimum      CAAGCTGCTGATTCGTTCGATTACATAATCGACACTGTCCCTGTGAACCACCCGCTCGAG 693 
A.thaliana           ATTG--GCTGATTCGTTGGATTACGTAATTGACACGGTGCCTGTTCATCATGCACTTGAG 777 
C.capsularis         AAGGCTGCCGATCAGCTTGATTATATCATAGACACAGTTCCCGTGGTGCATCCATTGGAG 770 
P.abies              GAAGCAGCAGAGAGCCTAGATTACATAATGGACACCATACCAGTTGCCCATCCGTTGGAA 777 
                        *  *  **     * ** **  * ** *****  * ** **    **  *  * **  
O.sativa             CCGTACCTGGCGCTGCTGAAGCTGGACGGGAAGCTGATCCTGATGGGGGTGATCAACCAG 837 
L.usitatissimum      CCTTACCTATCGCTGTTGAAGGTCGATGGGAAGTTGATCTTGATGGGTGTGATCAACACC 753 
A.thaliana           CCATATTTGTCTCTGCTTAAGCTTGATGGTAAACTCATTCTCATGGGAGTTATCAACAAT 837 
C.capsularis         CCATACTTATCTCTGCTTAAACTCGACGGTAAGTTAATTCTTATGGGAGTTATTAACGCA 830 
P.abies              CCATATCTTGCCCTTCTGAAGACAAATGGAAAGCTAGTTATGCTGGGCGTTGTACCAGAG 837 
                     ** **  *  * **  * **     * ** **  *  *  *  **** **  *        
O.sativa             CCGCTGAGCTTCATCTCGCCCATGGTGATGCTCGGCCGGAAGGCCATCACCGGCAGCTTC 897 
L.usitatissimum      CCTCTTCAGTTCATAAGTCCTATGGTGATGCTAGGGAGGAAGGTGATAACAGGGAGCTTC 813 
A.thaliana           CCATTACAGTTTCTCACTCCTCTGCTTATGCTTGGTGAGAAAGTGATAACGGGGAGCTTC 897 
C.capsularis         CCCTTACAATTTGTCAGTCCCATGGTAATGTTGGGCAGGAAGAGCATCACGGGTTCTTTC 890 
P.abies              CCGTTGCACTTTGTTACTCCTCTCTTAATACTAGGGAGGAGGAGCATAGCTGGGAGTTTC 897 
                     **  *    **  *    **  *  * **  * **   **     **  * **    *** 
O.sativa             ATCGGGAGCATGGCCGAGACGGAGGAGGTGCTCAACTTCTGCGTCGACAAGGGGCTCACC 957 
L.usitatissimum      ATA--------------------------------------------------------- 816 
A.thaliana           ATAGGGAGCATGAAGGAGACAGAGGAGATGCTTGAGTTCTGTAAAGAAAAGGGTTTGAGT 957 
C.capsularis         ATTGGGAGTATGAAAGAAACTGAAGAGATGCTTGAATTTTGCAAGGAAAAAGGATTAGCT 950 
P.abies              ATCGGCAGCATGGAGGAAACGCAGGAAACTTTAGATTTCTGTGCAGAGAAGAAGGTTTCA 957 
                     **                                                           
O.sativa             TCCCAGATCGAGGTCGTCAAGATGGACTACGTCAACCAGGCCCTCGAGCGCCTCGAGCGC 1017 
L.usitatissimum      ------------------------------------------------------------ 
A.thaliana           TCGATTATCGAAGTTGTGAAGATGGATTATGTTAACACTGCGTTTGAGAGACTCGAGAAG 1017 
C.capsularis         TCAATGATAGAGGTTATCAAGATGGACTACATAAACACCGCCTTCGAACGTTTGGAGAAA 1010 
P.abies              TCGATGATTGAGGTTGTGGGCCTGGACTACATCAATACTGCCATGGAAAGGCTTGTGAAG 1017 
                                                                                  
O.sativa             AACGACGTCCGCTACCGCTTCGTCGTCGACGTCGCCGGCAGCAACATCGACGACGCCGAC 1077 
L.usitatissimum      ------------------------------------------------------------ 
A.thaliana           AACGATGTGCGTTATAGGTTCGTCGTTGATGTCGAAGGAAGCAATCTCGACGCTTGA--- 1074 
C.capsularis         AATGATGTGAGATATAGGTTCGTCGTTGATGTGGCGGGCAGCAAGCTCATTCCCTGA--- 1067 
P.abies              AACGATGTCCGTTACAGATTTGTGGTGGATGTGGCCAGAAGCAATCTGGATAAATAA--- 1074 
                                                                                  
O.sativa             GCGCCGCCCGCCTGA 1092 
L.usitatissimum      --------------- 
A.thaliana           --------------- 
C.capsularis         --------------- 
P.abies              --------------- 
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H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ATGGAAGCAAATGCGGGTATGGTTGCTGGGTCTTACAGGAGGAATGAATTGGTTCGGATT 60 
G.hirsutum         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      CGACATGATTCTGATAGTGCGCCCAAACCCCTCAAAAACTTGAATGGACAAACTTGCCAG 120 
G.hirsutum         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ATTTGTGGGGATAATGTTGGAGTTACAGAGAATGGCGACATCTTTGTTGCTTGCAACGAG 180 
G.hirsutum         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TGTGCTTTCCCAGTTTGCCGTCCTTGTTACGAGTATGAGAGAAAAGATGGGACTCAGTCT 240 
G.hirsutum         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TGCCCTCAGTGTAAGACTAGGTATCGAAGGCACAAAGGGAGTCCTCGAGTGGATGGAGAT 300 
G.hirsutum         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GAGGATGAAGATGATGTTGATGATCTAGAGAATGAGTTCAATTATGCCCAAGGCATTGGC 360 
G.hirsutum         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      AAGGCAAGGCGTCAGTGGCAGGGTGAAGATATAGAACTTTCTTCATCCTCTAGACATGAA 420 
G.hirsutum         ----------------------------ATGATGGAATCTGGGGTTCCTGTTTGCCACAC 32 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TCTCAACCAATTCCCCTTCTCACGAATGGGCAGCCGGTGTCTGGTGAAATTCCCTGTGCT 480 
G.hirsutum         TTGTGGTGAACATGTTGGGTTGAATGTTAATGGTGAACCCTTTGTGGCTTGCCATGAATG 92 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ACACCCGACAATCAATCTGTAAGAACTACATCTGGTCCTTTGGGTCCTGCTGAAAGGAAT 540 
G.hirsutum         TAATTTC----CCTATTTGTAAGAGTTGTTTTGAGTAT----GATCTTAAGGAAGGACGA 144 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GTTAATTCATCCCCTTATATTGATCCAAGGCAGCCAGTTCCTGTTAGAATTGTGGATCCG 600 
G.hirsutum         AAAGCTTGCTTGCGTTGTGGTAGTCCATATGATGAAAACCTGTTGGACGATGTCGAGAAG 204 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TCAAAGGACTTGAATTCTTATGGCCTTGGCAATATTGACTGGAAGGAGAGGGTTGAAGGT 660 
G.hirsutum         ACCACCGGCGATCAATCGACAATGGCTGCACATTTGAGCAAGTCTCAGGATGTTGGAATT 264 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TGGAAGCTTAAACAGGACAAAAATATCATGCAGATGACCAACAGATACCCTGAAGGAAAG 720 
G.hirsutum         CATG---CAAGACATATCAGCAGTGTGTCTACATTGGATAGTGAAATGACTGGAGACAAT 321 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GGGGACATAGAAGGCACTGGTTCAAATGGAGATGAACTTCAAATGGCTGATGATGCTCGA 780 
G.hirsutum         GGGAATCCGATTTGGAAGAACAGGGTGGAAAGTTGGAAAGAAAAGAAGAACAAGAAGAAG 381 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      CAACCTTTGAGCCGTGTGGTACCCATTTCTTCATCTCACCTGACTCCTTATCGAGTTGGA 840 
G.hirsutum         AAGCCTGCAACAACTAAGGTTGAAAGAGAGGCTGAAATCCCACCTGAGCAACAAATGGAA 441 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ATCATTCTGCGTCTTATTATTTTGGGGTTCTTCTTACAATATCGTGTAACTCATCCAGTG 900 
G.hirsutum         GATAAACCGGCACCGGATGCTTCCCAGCCCCTCTCGA------CTATAATTCCAATCCCG 495 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      AAAGATGCATACGGTTTGTGGTTGACATCTGTTATCTGTGAGATTTGGTTTGCCTTGTCC 960 
G.hirsutum         AAAAGCAGACTTGCACCATACCGAACCGTGATCATT------ATGCGATTGATCATTCTC 549 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TGGCTTCTGGATCAGTTTCCAAAATGGATGCCTATCAATCGCGAGACTTACCTCGACAGG 1020 
G.hirsutum         GGTCTTTTCTTCCATTATCGAGTAACACACCCCGTTGACAGTGCTTTTGGACT----GTG 605 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      CTAGCATTAAGATATGATCGTGATGGAGAACCATCACAGTTAGCTCCTATTGACATCTTT 1080 
G.hirsutum         GCTCACTTCAGATATGACAGAGAAGGTGAACCCAATGAACTTGCTGCAGTTGACTTCTTT 665 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GTTAGTACAGTGGATCCCATGAAAGAACCTCCTATTGTAACAGCAAACACTGTGTTGTCC 1140 
G.hirsutum         GTGAGTACAGTGGATCCATTGAAAGAGCCTCCATTGATTACTGCCAATACTGTGCTTTCC 725 
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ATTCTTGCTGTTGATTACCCTGTCGACAAAGTATCATGCTATGTTTCAGATGATGGTTCA 1200 
G.hirsutum         ATCCTTGCCTTGGACTACCCTGTAGATAAGGTCTCTTGTTATATATCTGATGATGGTGCG 785 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GCTATGTTGACATTTGAAGCCCTTTCTGAAACTGCGGAGTTCGCAAGGAAGAGGCGCCTT 1260 
G.hirsutum         GCCATGCTGACATTTGAATCTCTAGTAGAAACAGCCGACTTTGCAAGAAAGTGGGTTCCA 845 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TCTTGCAAGAAGCACAATATTGAGCCTAGGGCCCCTGAGTTTTATTTTGCCCAAAAGATG 1320 
G.hirsutum         TTCTGCAAAAAATTTTCCATTGAACCACGGGCACCTGAGTTTTACTTCTCACAGAAGATT 905 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GATTATCTAGAGGACAAGATACAGCCTTCTTTTGTGAAAGAGCGCCGAGCAATGAAAAGA 1380 
G.hirsutum         GTTTACTTGAAAGATAAAGTGCAGCCCTCTTTTGTAAAAGAACGTAGAGCTATGAAAAGA 965 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GAATATGAAGAATTCAAGGTGCGGATCAATGCTCTTGTTGCCAAAGCTCAAAAGATGCCA 1440 
G.hirsutum         GATTACGAAGAGTACAAAATTCGAATCAATGCTTTAGTTGCAAAGGCTCAGAAAACACCT 1025 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GAAGAAGGTTGGACAATGCAGGATGGAACTCCATGGCCTGGAAATAATCCCAGGGATCAC 1500 
G.hirsutum         GAAGAAGGATGGACAATGCAAGATGGAACTCCTTGGCCGGGAAATAACCCGCGTGATCAC 1085 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      CCAGGAATGATTCAGGTGTTCTTAGGTCACAGTGGGGGGCTCGATACGGATGGAAATGAG 1560 
G.hirsutum         CCTGGCATGATTCAGGTTTTCCTTGGATATAGCGGTGCTCATGACATCGAAGGAAATGAA 1145 
                                                                                
H.vulgare          ----------------ATGCTTCCTC-----ATGGACCC-----CCAGCTCGGCAAGAAA 34 
P.tremuloides      CTACCTCGTCTTGTATATGTTTCTCGTGAAAAGAGACCTGGATTCCAGCATCACAAGAAA 1620 
G.hirsutum         CTTCCCCGACTGGTTTACGTCTCTAGAGAGAAGAGACCTGGCTACCAACACCACAAACAG 1205 
                                   * *  **        *  ****      *** *    ***  *  
H.vulgare          CTCTGCTACGTCCAGTTCCCG--CAGGGCTTCGACGGCATCGACC-------TCCACGAT 85 
P.tremuloides      GCCGGAGCAATGAATGCACTGATTCGAGTTTCAGCTGTACTGACCAATGGTGCCTATCTT 1680 
G.hirsutum         GCTGGTGCTGACAATGCTTTGGTTAGGGTGTCTGCAGCTCTCACAAATGCTCCCTTCATC 1265 
                       *        *      *    * *  **  * *     **         *       
H.vulgare          CGATACGCCAACCGCAACGTCGTCTTCTTCGACATCAA----CATGAAGGGGCTAGACGG 141 
P.tremuloides      CTGAACGTCGATTGTGATCACTACTTCAATAACAGCAAAGCTCTTAAAGAAGCCATGTGT 1740 
G.hirsutum         CTCAATCTTGATTGTGACCACTATGTTAACAATAGCAAGGCAGTTAGGGAGGCAATGTGC 1325 
                   *   *     *  *  *   *    *     * * ***      *   *  ** *   *  
H.vulgare          --CATACAGGGCCCGGTGTACGTGGGCACGGGGTGC-GTGTTCAACAGGCA-GGCGCTGT 197 
P.tremuloides      TTCATGATGGACCCTGCCTATGGAAAGAAGACATGCTATATACAGTTCCCACAACGTTTT 1800 
G.hirsutum         TGCTTGATGGACCCACAAGGCGGTCGAGATGTCTGCTATGTGCAGTTTCCACAAAGATGT 1385 
                     * *   ** ***       *           ***  * * **     **    * * * 
H.vulgare          ACGGGTACGACCCGCCGCGGCCGG-AGAAGAGGCCCAAGAT----------GACGT---- 242 
P.tremuloides      GATGGCATTGACTTGCACGATCGATATGCCAATCGCAATATTGTTTTCTTTGATATCAAC 1860 
G.hirsutum         GATGGCATAGATAGGAGTGAGCGATATGCCAAGCGGAACACAGTTTTCTTTGATCTGTCA 1445 
                      ** *           *  **  *    *  *  ** *           **  *     
H.vulgare          -----GCGACTGCTGGCCATCGTGG----------TGCTGCTGCTG-CTGCTGCTTCGGC 286 
P.tremuloides      TTGAAGGGTCTGGACGGCATCCAGGGGCCTGTGTATGTTGGAACTGGTTGCTGTTTCAAC 1920 
G.hirsutum         ATTTCCCTAAGGTTAAAGATGGCAG----------CATCAAGTTCTTCCCGTTTTGCATC 1495 
                              *      **    *                          *  * *  * 
H.vulgare          GGAGGGAAGCACCGCA-AATCGAGCAAGGACAA-GAAGGGCGGCGGCGGCGGCGACGACG 344 
P.tremuloides      CG--GCAAGCCCTGTATGGTTATGATCCAGTTT-TGACAGAGGAAGATTTGGAACCAAAC 1977 
G.hirsutum         CCTATAAAGCTCTGTTGGTTCTTTAGGTTCCTTCTTGCCGGGGCAGCAACACGAGCAA-G 1554 
                         **** * *     *                   * **  *         * *   
H.vulgare          AGCCCCGGCGCGGGCTCCTTGGGTTCTACAAGAAGCGG----GGCAAGAAGGACAAGCTC 400 
P.tremuloides      ATTATTGTAAAGAGTTGTTGTGGCTCAAGAAAGAAGGGAAGGGGTGGTAATAAGAAGTAT 2037 
G.hirsutum         ATGAGGAGGATGACTTGGGAAAACTTGGCATTGATGGTGGACCATAGCCATAAAGTGCTT 1614 
                   *          *   *        *    *   *  *            *  *   *    
H.vulgare          GGCGGCGGGCCGAAG--AAGGGGTCGTACAGGAAGCGGCAGCGCGGGTACGAGC-TGGAG 457 
P.tremuloides      ATTGACAAAAAGAGGGCAATGAAAAGAACTGAATCCACCGTCCCCATTTTCAATATGGAG 2097 
G.hirsutum         GCCTATTG-CAAACACAACCTGTTCCCACATAAACAGGC-CCTTGGCTCCCATC----AC 1668 
                               *    *         **   *     *  *     *   *      *  
H.vulgare          GAGATCGAGGAGGGCATCGAGGGGTACGACGAGCTGGAGCGCTCCTCGCTCATGTCACAG 517 
P.tremuloides      GACATTGAGGAGGGTGTTGAAGGATATGATGAT---GAGAGGTCCTCGCTTATGTCGCAG 2154 
G.hirsutum         GACCTTT-------CATGTTAACTTATGATGAGTATGAAAGATCAATGTTGATCTCTCAA 1721 
                   **  *           *       ** ** **    **  * **   * * ** ** **  
H.vulgare          AAGAGCTTCCAGAAGCGGTTCGGCCAGTCGCCGGTGTTCATCGCCTCCACGCTCGTCGAG 577 
P.tremuloides      AAGA---TTGAAAAGCGTTTTGGTCAGTCACCAGTTTTTATTGCAGCTACCTTCCAGGAA 2211 
G.hirsutum         ACAAGCTTTGAGAAAACTTTTGGCTTATCTTCAGTCTTCATTGAATCTACACTAATGGAG 1781 
                   *  *   *  * **    ** **    **  * ** ** ** *   * **  *    **  
H.vulgare          GACGGCGGGCTGCCGCAGGGCGCTGCCGCCGACCCCGCAGGCCTCATCAAGGAGGCTATC 637 
P.tremuloides      CAGGGAGGCATTCCAC------CGACAACCAATCCTGCAACTCTTTTGAAAGAAGCTATC 2265 
G.hirsutum         AATGGAGGAGTGGCTGA------ATCTGCCAACCCTTCCACACTAATCAAGGAAGCAATT 1835 
                    * ** **  *  *           *  ** * **  *    **  * ** ** ** **  
 
H.vulgare          CACGTCATCAGCTGTGGGTACGAAGGGAAGACCGAGTGGGGCAAGGAGATTGGGTGGATC 697 
P.tremuloides      CATGTTATTAGCTGTGGATATGAAGACAAGACTGAATGGGCCAAAGAGATTGGATGGATC 2325 
G.hirsutum         CATGTCATCGGCTGTGGCTATGAGGAGAAGACTGCATGGGGGAAAGAGATTGGATGGATA 1895 
                   ** ** **  ******* ** ** *  ***** *  ****  ** ******** *****  
H.vulgare          TACGGGTCGGTGACAGAGGACATCCTGACGGGCTTCAAGATGCACTGCCGTGGGTGGAAG 757 
P.tremuloides      TATGGGTCTGTTACAGAAGATATTTTGACTGGGTTTAAGATGCATGCTCGTGGTTGGATA 2385 
G.hirsutum         TATGGTTCAGTCACTGAGGATATCTTAACCGGCTTCAAAATGCACTGCCGAGGATGGAGA 1955 
                   ** ** ** ** ** ** ** **  * ** ** ** ** *****    ** ** ****   
H.vulgare          TCCGTCTACTGCACGCCCACACGGCCAGCGTTCAAGGGATCGGCGCCCATCAACTTGTCG 817 
P.tremuloides      TCAATCTATTGCATGCCTCCTCGCCCAGCATTTAAGGGGTCTGCTCCTATTAATCTTTCT 2445 
G.hirsutum         TCGATTTACTGCATGCCCTTAAGGCCAGCATTCAAAGGATCTGCACCCATCAATCTGTCT 2015 
                   **  * ** **** ***     * ***** ** ** ** ** ** ** ** **  * **  
H.vulgare          GACAGGCTTCACCAGGTGCTTCGTTGGGCGCTCGGTTCCGTCGAGATCTTCATGAGCCGT 877 
P.tremuloides      GATCGTTTGAACCAGGTTCTTCGATGGGCCTTGGGATCTATTGAGATTTTACTGAGCAGG 2505 
G.hirsutum         GATCGGTTGCACCAGGTTCTTCGATGGGCTCTTGGATCTCTTGAAATTTTCCTAAGCAGG 2075 
                   **  *  *  ******* ***** *****  * ** **  * ** ** **  * *** *  
H.vulgare          CATTGCCCGCTCTGGTACGCCTACGG---CGGCCGTCTCAAGTGGCTCGAGCGCTTCGCC 934 
P.tremuloides      CATTGCCCCATATGGTATGGATACAA---TGGAAGATTAAAGCTTTTGGAGAGGCTAGCA 2562 
G.hirsutum         CATTGCCCTCTATGGTATGGCTTTGGAGGTGGTCGTCTTAAATGGCTTCAAAGACTAGCA 2135 
                   ********  * ***** *  *        **  *  * **     *  *  *  * **  
H.vulgare          TACACCAACACCATCGTCTACCCCTTCACCTCCATTCCCCTCATCGCCTACTGCACCATC 994 
P.tremuloides      TATATTAATACCATCGTGTACCCGCTAACTTCTCTTCCACTCCTTGCTTACTGTGTACTT 2622 
G.hirsutum         TATATAAACACCAGTGTCTATCCTTTCACATCCCTCCCACTCATTGCCTATTGTTCACTA 2195 
                   ** *  ** ****  ** ** **  * ** **  * ** *** * ** ** **     *  
H.vulgare          CCCGCCGTCTGCCTCCTCACCGGCAAGTTCATAATCCCCACGCTCAACAACCTGGCGAGC 1054 
P.tremuloides      CCTGCTGTTTGCCTTGTCAGCGGAAAATTTATTATTCCTGAGATAAGTAACTATGCCAGC 2682 
G.hirsutum         CCAGCAATCTGTCTTCTCACAGGAAAATTTATCATACCAACGCTCTCAAACCTGGCAAGT 2255 
                   ** **  * ** **  ***  ** ** ** ** ** **   * *    ***   ** **  
H.vulgare          ATTTGGTTCATCGCCTTGTTCATGTCCATCATCGCGACGGGGGTGCTGGAGCTGCGGTGG 1114 
P.tremuloides      ATGTGGTTCATTCTGCTTTTCATCTCCATTTTTGCTACTGGAATACTTGAGCTTAGATGG 2742 
G.hirsutum         GTTCTCTATCTTGGCCTTTTCCTTTCCATTATCGTGACCGCTGTTCTCGAGCTCCGATGG 2315 
                    *    *   *     * *** * *****  * *  ** *   * ** *****  * *** 
H.vulgare          AGCGGGGTGAGCATCGAGGACTGGTGGCGTAACGAGCAGTTCTGGGTCA----------- 1163 
P.tremuloides      AGTGGAGTTGGTATTGAAGACTGGTGGAGGAATGAACAATTCTGGGTCATTGGTGGTACA 2802 
G.hirsutum         AGTGGTGTCAGCATCGAGGACTTATGGCGTAACGAGCAGTTTTGGGTCATCGGTGGCGTT 2375 
                   ** ** **  * ** ** ****  *** * ** ** ** ** *******            
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TCAGCTCATCTCTTTGCCGTCTTTCAAGGACTTTTGAAGGTGCTTGCAGGTATTGATACC 2862 
G.hirsutum         TCAGCGCATCTCTTTGCCGTCTTCCAAGGTTTCCTTAAGATGCTTGCAGGCATTGACACC 2435 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      AACTTCACTGTCACTTCAAAGGCATCTGATGAAGATGGGGATTTTGCAGAGCTTTATGTG 2922 
G.hirsutum         AACTTTACTGTCACTGCCAAAGCAGCTGATGA---TGCAGATTTTGGTGAGCTCTACATT 2492 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      TTCAAATGGACATCTCTTCTCATCCCTCCAACCACAGTCATTGTACTAAACATGGTGGGT 2982 
G.hirsutum         GTGAAATGGACTACACTTTTAATCCCTCCAACAACACTCCTCATCGTCAACATGGTTGGT 2552 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ATTGTGGCTGGTGTGTCCTATGCCATAAACAGTGGATACCAGTCATGGGGTCCTCTCTTT 3042 
G.hirsutum         GTCGTTGCCGGATTCTCTGATGCCCTCAACAAAGGGTACGAAGCTTGGGGACCACTCTTT 2612 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      GGCAAGCTCTTCTTTGCTATTTGGGTCATTGCCCATTTGTATCCTTTCCTCAAGGGTTTG 3102 
G.hirsutum         GGCAAAGTGTTCTTTTCCTTCTGGGTCATCCTCCATCTTTATCCATTCCTCAAAGGTCTT 2672 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      CTGGGTCGGCAAAATCGTACGCCAACAATTGTCATCGTCTGGTCTATTCT---------- 3152 
G.hirsutum         ATGGGACGGCAAAACAGGACACCAACCATTGTTGTCCTTTGGTCAGTGTTGTTGGCTTCT 2732 
                                                                                
H.vulgare          ------------------------------------------------------------ 
P.tremuloides      ------------------------------------------------------------ 
G.hirsutum         GTCTTTTCTCTTGTTTGGGTTCGGATCAACCCGTTTGTCAGCACCGCCGATAGCACCACC 2792 
                                                                                
H.vulgare          --------------------------------- 
P.tremuloides      --------------------------------- 
G.hirsutum         GTGTCAAGGGCGAATTCTTCCATTGATTGTTGA 2825 
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G.hirsutum         ATGGCCGACGGTGAGGATATTCAACCCCTCGTCTGTGATAATGGAACTGGAATGGTGAAG 60 
T.pratense         ATGGCTGATGCTGAGGATATTCAACCCCTTGTTTGTGACAATGGAACTGGAATGGTGAAG 60 
S.asiatica         ATGGCAGAAGCAGAGGATATTCAGCCCCTTGTTTGTGACAATGGAACCGGAATGGTGAAG 60 
A.thaliana         ATGGCTGAGGCTGATGATATTCAACCAATCGTGTGTGACAATGGTACCGGTATGGTGAAG 60 
Phalaenopsis       ATGGCGGACGTTGATGATATTCAGCCTCTTGTTTGCGATAATGGAACTGGAATGGTTAAG 60 
H.vulgare          ATGGCTGACGGTGAGGACATCCAGCCCCTTGTCTGCGACAATGGAACCGGAATGGTCAAG 60 
N.tabacum          ATGGCGGATGGGGAGGACATTCAACCCCTTGTCTGTGATAACGGAACAGGAATGGTTAAG 60 
A.phyllitidis      ATGGGAGATGCAGAGGAAGTTCAGCCTCTTGTCTGTGACAATGGATCTGGAATGGTGAAG 60 
                   ****  ** *  ** **  * ** **  * ** ** ** ** **  * ** ***** *** 
 
G.hirsutum         GCCGGTTTTGCTGGTGATGATGCTCCAAGGGCAGTTTTTCCCAGTATCGTTGGTCGTCCC 120 
T.pratense         GCGGGATTTGCTGGTGATGATGCTCCTAGGGCTGTGTTTCCAAGTATTGTTGGCCGACCA 120 
S.asiatica         GCTGGATTTGCTGGAGATGATGCTCCAAGGGCTGTCTTCCCCAGTATCGTGGGCCGCCCT 120 
A.thaliana         GCTGGATTTGCAGGAGATGATGCTCCCAGGGCTGTTTTTCCCAGTGTTGTTGGTAGGCCA 120 
Phalaenopsis       GCTGGATTTGCTGGTGATGATGCACCCAGAGCTGTGTTCCCAAGCATTGTAGGCCGACCT 120 
H.vulgare          GCTGGTTTCGCTGGAGATGATGCGCCAAGGGCTGTTTTCCCTAGCATAGTTGGTCGCCCT 120 
N.tabacum          GCTGGATTTGCTGGTGATGATGCTCCGAGGGCTGTTTTTCCTAGTATTGTTGGTCGACCT 120 
A.phyllitidis      GCTGGGTTTGCAGGGGATGACGCTCCTCGTGCAGTGTTCCCGAGTATTGTTGGTCGGCCG 120 
                   ** ** ** ** ** ***** ** **  * ** ** ** ** **  * ** **  * **  
 
G.hirsutum         CGGCACACTGGTGTTATGGTTGGGATGGGTCAGAAGGATGCCTATGTAGGAGATGAAGCA 180 
T.pratense         CGTCATACCGGTGTTATGGTTGGGATGGGCCAAAAGGATGCCTATGTTGGTGATGAAGCC 180 
S.asiatica         CGTCACACTGGTGTGATGGTTGGTATGGGCCAAAAAGATGCTTATGTTGGCGATGAAGCC 180 
A.thaliana         AGACATCATGGTGTCATGGTTGGGATGAACCAGAAGGATGCATATGTTGGTGATGAAGCA 180 
Phalaenopsis       CGTCACACTGGTGTCATGGTTGGCATGGGCCAAAAGGATGCTTATGTGGGAGATGAAGCT 180 
H.vulgare          CGGCACACTGGTGTCATGGTAGGGATGGGGCAGAAGGATGCTTATGTTGGTGATGAGGCG 180 
N.tabacum          CGACACACTGGTGTTATGGTTGGTATGGGTCAAAAGGATGCATATGTTGGTGACGAAGCT 180 
A.phyllitidis      CGACATACTGGTGTTATGGTCGGTATGGGACAGAAGGATGCATATGTTGGTGATGAAGCT 180 
                    * **    ***** ***** ** ***   ** ** ***** ***** ** ** ** **  
 
G.hirsutum         CAATCTAAAAGAGGTATCCTTACTTTGAAATATCCTATTGAGCATGGTATTGTGAGCAAC 240 
T.pratense         CAATCAAAAAGAGGTATTCTTACTCTCAAGTACCCCATTGAGCATGGTATAGTCAGTAAC 240 
S.asiatica         CAATCCAAGAGAGGTATTTTGACACTCAAGTACCCAATTGAGCATGGCATTGTGAGTAAC 240 
A.thaliana         CAATCCAAGAGAGGTATTCTTACCTTGAAGTATCCTATTGAGCATGGTGTTGTTAGCAAC 240 
Phalaenopsis       CAATCTAAAAGAGGTATCCTAACCTTGAAATATCCTATTGAGCACGGAATTGTAAGCAAC 240 
H.vulgare          CAGTCCAAGAGAGGTATCCTCACGCTCAAGTACCCCATCGAGCACGGTATCGTAAGCAAC 240 
N.tabacum          CAGTCCAAAAGGGGTATTCTCACCTTGAAGTATCCCATTGAGCATGGAATAGTAAGCAAC 240 
A.phyllitidis      CAATCCAAACGTGGAATATTGACCTTGAAGTATCCCATTGAGCATGGCATCGTCACCAAC 240 
                   ** ** **  * ** **  * **  * ** ** ** ** ***** **  * ** *  *** 
 
G.hirsutum         TGGGATGATATGGAAAAGATCTGGCATCATACATTCTACAACGAACTCCGTGTTGCTCCT 300 
T.pratense         TGGGATGACATGGAAAAGATCTGGCATCACACATTTTACAATGAATTGCGTGTTGCTCCT 300 
S.asiatica         TGGGATGATATGGAGAAGATTTGGCACCACACTTTCTACAACGAACTCCGTGTGGCTCCA 300 
A.thaliana         TGGGATGATATGGAAAAGATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTTCGTATTGCTCCT 300 
Phalaenopsis       TGGGATGATATGGAAAAGATTTGGCATCACACCTTTTACAACGAGCTCCGTGTTGCCCCT 300 
H.vulgare          TGGGATGACATGGAGAAAATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTCCGTGTGGCACCC 300 
N.tabacum          TGGGACGATATGGAGAAGATCTGGCATCATACCTTTTACAATGAGTTGCGTGTTGCTCCT 300 
A.phyllitidis      TGGGATGACATGGAGAAGATATGGCATCACACTTTTTACAATGAGCTTCGTGTTGCTCCT 300 
                   ***** ** ***** ** ** ***** ** ** ** ***** **  * *** * ** **  
 
G.hirsutum         GAGGAGCACCCTGTGCTTCTCACGGAAGCACCTCTCAACCCCAAGGCCAATAGAGAAAAG 360 
T.pratense         GAGGAGCACCCAGTGCTTCTAACTGAGGCTCCACTCAACCCAAAGGCCAACAGAGAAAAG 360 
S.asiatica         GAAGAGCACCCAATTCTGTTGACTGAAGCTCCTCTTAATCCCAAGGCGAATCGTGAGAAA 360 
A.thaliana         GAAGAGCACCCTGTTCTTCTTACCGAGGCTCCTCTTAACCCAAAGGCCAACAGAGAGAAG 360 
Phalaenopsis       GAGGAGCACCCTGTACTCTTAACTGAAGCCCCTCTCAATCCCAAGGCAAACAGAGAAAAG 360 
H.vulgare          GAGGAGCACCCTGTGTTGCTCACTGAGGCCCCTTTGAACCCAAAAGCCAACAGAGAGAAG 360 
N.tabacum          GAAGAGCATCCTGTGCTACTTACTGAAGCACCCTTGAATCCAAAGGCCAATAGAGAGAAG 360 
A.phyllitidis      GAAGAGCATCCTGTCCTTCTGACTGAAGCGCCTTTAAACCCGAAGGCCAATAGAGAGAAA 360 
                   ** ***** **  *  *  * ** ** ** **  * ** ** ** ** **  * ** **  
 
G.hirsutum         ATGACTCAGATCATGTTTGAGACCTTCAATGTACCTGCTATGTATGTTGCCATCCAGGCC 420 
T.pratense         ATGACCCAAATCATGTTCGAGACCTTTAATGCGCCTGCCATGTATGTGGCCATCCAGGCT 420 
S.asiatica         ATGACTCAAATCATGTTTGAGACGTTCAATGCCCCTGCCATGTATGTCGCGATTCAGGCT 420 
A.thaliana         ATGACTCAAATCATGTTTGAGACCTTTAACTCTCCCGCTATGTATGTCGCCATCCAAGCT 420 
Phalaenopsis       ATGACGCAGATTATGTTTGAGACTTTCAACGTGCCTGCCATGTATGTTGCCATTCAAGCT 420 
H.vulgare          ATGACCCAGATTATGTTTGAGACTTTCAATGTTCCTGCCATGTACGTCGCTATTCAGGCC 420 
N.tabacum          ATGACACAGATCATGTTTGAGACTTTCAATGTACCTGCCATGTATGTTGCTATTCAAGCT 420 
A.phyllitidis      ATGACACAAATCATGTTTGATACTTTCAATGCACCTGCCATGTATGTAGCCATCCAGGCT 420 
                   ***** ** ** ***** ** ** ** **    ** ** ***** ** ** ** ** **  
G.hirsutum         GTCCTCTCTTTGTATGCCAGTGGTCGTACAACAGGTATTGTGCTGGATTCCGGTGATGGT 480 
T.pratense         GTCCTCTCCCTTTATGCAAGTGGTCGTACAACTGGTATTGTTTTGGACTCTGGTGATGGT 480 
S.asiatica         GTTCTCTCCCTCTATGCCAGTGGTCGAACAACTGGTATTGTTCTGGATTCTGGTGATGGT 480 
A.thaliana         GTTCTCTCCTTGTACGCCAGTGGTCGTACAACCGGTATTGTGCTGGATTCTGGTGATGGT 480 
Phalaenopsis       GTTCTTTCCCTATATGCTAGTGGCCGTACAACTGGTATTGTACTCGATTCTGGTGATGGT 480 
H.vulgare          GTGCTTTCCCTCTATGCAAGTGGTCGTACTACTGGTATCGTTCTCGACTCTGGTGATGGT 480 
N.tabacum          GTGTTGTCCCTATACGCCAGTGGCCGTACAACAGGTATTGTGTTGGATTCCGGCGACGGT 480 
A.phyllitidis      GTGCTTTCGTTGTATGCCAGTGGACGAACTACTGGTATTGTGCTGGATTCCGGTGATGGG 480 
                   **  * **  * ** ** ***** ** ** ** ***** **  * ** ** ** ** **  
 
G.hirsutum         GTTTCTCACACCGTGCCAATCTATGAAGGATATGCCCTTCCACATGCCATCCTCCGTCTT 540 
T.pratense         GTGAGTCACACTGTGCCAATCTACGAGGGTTATGCACTTCCTCATGCCATTCTTCGTTTG 540 
S.asiatica         GTGAGCCATACAGTCCCAATCTACGAGGGTTATGCCCTCCCCCACGCCATCCTGCGTCTG 540 
A.thaliana         GTGTCTCACACTGTGCCAATCTACGAGGGTTTCTCTCTTCCTCATGCCATCCTCCGTCTT 540 
Phalaenopsis       GTCAGTCACACCGTTCCTATTTATGAGGGTTATGCACTTCCTCATGCCATCCTTCGATTG 540 
H.vulgare          GTCAGCCACACTGTGCCCATTTATGAAGGATACGCGCTTCCCCATGCCATTCTTCGTTTG 540 
N.tabacum          GTCTCACATACAGTACCAATTTATGAAGGTTACGCCCTTCCTCATGCAATTCTTCGGTTG 540 
A.phyllitidis      GTTACGCATACGGTGCCCATTTATGAGGGTTATGCCCTGCCACATGCCATCCTTCGACTT 540 
                   **    ** ** ** ** ** ** ** ** *   * ** ** ** ** ** ** **  *  
 
G.hirsutum         GACCTTGCAGGTCGTGATCTAACCGATGCCTTGATGAAGATTCTTACCGAGAGAGGTTAC 600 
T.pratense         GATCTTGCTGGCCGTGATCTAACTGAATCTTTGATGAAGATCCTTACTGAGAGAGGGTAC 600 
S.asiatica         GATCTGGCCGGCCGTGACCTGACTGACCACCTCATGAAGATCCTAACGGAGCGCGGCTAC 600 
A.thaliana         GACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGATTACCTCATGAAGATCCTTACAGAGAGAGGTTAC 600 
Phalaenopsis       GACCTGGCTGGCCGGGACCTCACAGACTCATTGATGAAAATACTCACTGAGAGAGGATAC 600 
H.vulgare          GATCTCGCTGGTCGGGATCTCACGGACTCCCTTATGAAGATCCTCACCGAGAGAGGTTAC 600 
N.tabacum          GATCTTGCTGGTCGTGATCTTACTGATTGTTTGATGAAAATCTTGACGGAAAGAGGTTAT 600 
A.phyllitidis      GATCTGGCAGGTCGAGACTTGACAGATGCTCTGATGAAGATTCTTACAGAAAGAGGGTAC 600 
                   ** ** ** ** ** **  * ** **     * ***** **  * ** **  * ** **  
 
G.hirsutum         ATGTTCACCACCACTGCTGAACGGGAAATTGTCCGTGACATGAAAGAGAAGCTTGCTTAT 660 
T.pratense         ATGTTCACCACCTCAGCTGAGCGGGAAATTGTTCGTGACATCAAGGAGAAGCTTGCCTAT 660 
S.asiatica         TCCTTCACCACAACAGCCGAACGGGAAATTGTGAGGGACATCAAGGAGAAGCTGGCCTAC 660 
A.thaliana         ATGTTCACCACAACAGCAGAGCGGGAAATTGTAAGAGACATCAAGGAGAAGCTCTCCTTT 660 
Phalaenopsis       TCTTTCACAACCACTGCGGAGCGTGAAATTGTTAGGGACATCAAGGAGAAGCTAGCCTAT 660 
H.vulgare          TCCTTCACAACCTCAGCTGAGCGGGAAATTGTAAGGGACATCAAGGAGAAGCTTGCGTAC 660 
N.tabacum          TCATTCACCACTAGTGCTGAACGGGAAATTGTCCGCGATGTTAAAGAGAAACTGGCATAT 660 
A.phyllitidis      TCATTCACCACCACTGCTGAAAGGGAAATTGTTCGAGATATGAAGGAAAAGCTAGCCTAT 660 
                      ***** **    ** **  * ********  * **  * ** ** ** **  * *   
 
G.hirsutum         GTTGCCCTGGACTATGAGCAGGAACTGGAGACTGCCAAGAGCAGCTCATCTGTTGAGAAG 720 
T.pratense         GTTGCTGTGGATTATGAACAAGAACTTGAGACTGCAAAGAGCAGTTCGTCAATTGAGAAA 720 
S.asiatica         ATTGCCCTCGACTACGAGCAGGAGATGGAGACTGCCAAGACCAGCTCTGCTGTCGAGAAG 720 
A.thaliana         GTTGCTGTTGACTACGAGCAGGAGATGGAAACCTCAAAGACCAGCTCTTCCATCGAGAAG 720 
Phalaenopsis       GTAGCCCTTGATTATGAGCAAGAGCTGGAAACTTCCAAGAGCAGCTCTTCAATAGAAAAA 720 
H.vulgare          GTTGCCCTTGATTATGAACAGGAGCTGGAGACTGCCAAGAACAGCTCCTCAGTTGAGAAG 720 
N.tabacum          GTTGCACTTGACTATGAGCAAGAGTTGGAGACTGCAAAGAGTAGCTCTTCTGTTGAAAAA 720 
A.phyllitidis      GTTTCCTTGGATTTTGAGCAGGAGCTTGAAACAGCCAAAAGCAGTTCGTCGCTTGAAAAG 720 
                    *  *  * ** *  ** ** **  * ** **  * ** *  ** **  *  * ** **  
 
G.hirsutum         AACTATGAGTTGCCTGACGGACAAGTCATTACTATTGGAGCTGAGAGATTCCGTTGCCCG 780 
T.pratense         AACTATGAGCTTCCTGATGGACAGGTTATCACAATTGGAGCTGAGAGGTTCCGTTGCCCT 780 
S.asiatica         AACTATGAGCTGCCGGACGGGCAGGTGATTACCATTGGGGCCGAGCGGTTCCGCTGCCCG 780 
A.thaliana         AACTATGAATTACCCGATGGGCAAGTCATCACGATTGGTGCTGAGAGATTCAGATGCCCA 780 
Phalaenopsis       AGCTACGAGCTTCCCGATGGCCAGGTTATTACTATTGGGGCTGAGAGATTCAGGTGCCCC 780 
H.vulgare          AGCTACGAGCTTCCTGATGGTCAGGTGATCACGATTGGCGCAGAGAGGTTCAGGTGCCCT 780 
N.tabacum          AGCTATGAGTTACCAGATGGGCAGGTCATTACCATTGGCTCAGAGAGGTTCAGATGTCCG 780 
A.phyllitidis      AGCTATGAACTACCTGACGGTCAGGTCATTACCATTGGTGCTGAACGGTTCAGGTGTCCG 780 
                   * *** **  * ** ** ** ** ** ** ** *****  * **  * *** * ** **  
 
G.hirsutum         GAAGTCCTCTTCCAGCCATCTTTCATTGGGATGGAAGCTGCTGGAATCCATGAAACTACC 840 
T.pratense         GAAGTTCTTTTCCAGCCATCTATGATTGGAATGGAAGCTGCTGGAATTCATGAGACCACC 840 
S.asiatica         GAGGTCCTCTTCCAGCCGTCCATGATCGGGATGGAAGCTGCCGGAATTCACGAGACTACT 840 
A.thaliana         GAAGTCTTGTTCCAGCCCTCGTTTGTGGGAATGGAAGCTGCTGGAATCCACGAGACAACC 840 
Phalaenopsis       GAGGTTCTCTTCCAGCCATCTCTGATTGGAATGGAAGCTGCTGGCATCCATGAGACCACG 840 
H.vulgare          GAGGTCCTCTTCCAGCCATCCATGATCGGCATGGAGTCTTCTGGAATCCACGAGACGACC 840 
N.tabacum          GAAGTTTTATTCCAGCCATCACTTGTTGGAATGGAAGCTGCTGGAATTCACGAAACAACT 840 
A.phyllitidis      GAGGTCTTATTTCAGNCATCTCTCATTGGAATGGAGTCTGCTGGTATTCATGAAACTACA 840 
                   ** **  * ** *** * **  *  * ** *****  ** * ** ** ** ** ** **  
 
G.hirsutum         TACAACTCTATCATGAAGTGCGATGTGGATATCAGGAAGGATCTCTATGGTAACATTGTG 900 
T.pratense         TACAACTCTATAATGAAGTGTGACGTGGATATCAGAAAGGATCTGTACGGAAACATTGTT 900 
S.asiatica         TACAATTCCATCATGAAGTGTGATGTGGATATTAGGAAGGATCTGTATGGGAATATTGTG 900 
A.thaliana         TATAACTCAATCATGAAGTGTGATGTGGATATCAGGAAGGATCTGTACGGTAACATTGTG 900 
Phalaenopsis       TACAACTCCATCATGAAATGTGATGTTGATATCCGAAAGGATTTGTACGGTAACATTGTT 900 
H.vulgare          TACAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGATATCAGGAAGGACTTGTATGGAAACATCGTG 900 
N.tabacum          TACAATTCCATCATGAAGTGTGATGTAGATATCAGAAAGGATCTTTATGGAAACATCGTC 900 
A.phyllitidis      TATAACTCCATTATGAAGTGTGATGTGGATATTCGTAAGGACTTGTATGGAAACGTAGTA 900 
                   ** ** ** ** ***** ** ** ** *****  * *****  * ** ** **  * **  
 
G.hirsutum         CTCAGTGGGGGTTCAACTATGTTCCCTGGTATTGCGGACCGCATGAGCAAGGAGATCACT 960 
T.pratense         CTCAGTGGTGGTTCAACTATGTTTCCTGGTATTGCTGACCGTATGAGCAAGGAGATCACT 960 
S.asiatica         CTGAGTGGCGGGTCCACCATGTTCCCGGGCATTGCTGACAGGATGAGCAAGGAGATCACG 960 
A.thaliana         CTCAGTGGTGGAACCACTATGTTCTCAGGCATCGCTGACCGTATGAGCAAAGAAATCACA 960 
Phalaenopsis       CTTAGTGGAGGTTCCACCATGTTCCCAGGCATTGCTGACCGCATGAGCAAAGAGATATCT 960 
H.vulgare          CTCAGTGGTGGCACAACTATGTTCCCAGGTATCGCTGACCGTATGAGCAAGGAGATCACC 960 
N.tabacum          CTTAGTGGTGGAACAACAATGTTTCCTGGCATTGCAGATCGTATGAGCAAGGAAATTACT 960 
A.phyllitidis      CTCAGTGGAGGTTCTACGATGTTTCCTGGAATTGCGGATCGCATGAGTAAGGAGATCACA 960 
                   ** ***** **  * ** *****  * ** ** ** **  * ***** ** ** **  *  
 
G.hirsutum         GCTCTTGCTCCAAGCAGCATGAAGATTAAGGTCGTTGCGCCACCAGAGAGAAAGTACAGT 1020 
T.pratense         GCCCTGGCTCCTAGCAGCATGAAGATTAAGGTTGTGGCTCCACCAGAGAGAAAGTACAGT 1020 
S.asiatica         GCTCTGGCACCCAGCAGCATGAAGATCAAGGTCGTGGCCCCACCTGAGAGGAAGTACAGT 1020 
A.thaliana         GCACTTGCACCAAGCAGCATGAAGATTAAGGTCGTTGCACCACCTGAAAGGAAGTACAGT 1020 
Phalaenopsis       GCGCTTGCACCCAGCAGCATGAAGATCAAGGTGGTTGCTCCGCCAGAGAGGAAATACAGT 1020 
H.vulgare          GCCCTTGCTCCGAGCAGCATGAAGATCAAGGTCGTCGCTCCACCTGAGAGGAAGTACAGT 1020 
N.tabacum          GCTCTTGCTCCCAGCAGCATGAAGATCAAGGTGGTGGCGCCTCCTGAACGCAAGTACAGT 1020 
A.phyllitidis      GCTTTGGCCCCGAGTAGCATGAAGATAAAGGTGGTAGCCCCACCTGAGAGGAAGTACAGT 1020 
                   **  * ** ** ** *********** ***** ** ** ** ** **  * ** ****** 
 
G.hirsutum         GTCTGGATTGGAGGATCTATCTTGGCATCACTCAGCACCTTCCAGCAGATGTGGATTTCC 1080 
T.pratense         GTCTGGATTGGAGGATCAATCCTTGCATCCCTCAGCACCTTCCAGCAGATGTGGATATCC 1080 
S.asiatica         GTCTGGATCGGTGGTTCTATTCTCGCCTCTCTCAGCACTTTCCAGCAGATGTGGATAGCC 1080 
A.thaliana         GTCTGGATCGGTGGTTCCATTCTTGCTTCCCTCAGCACATTCCAGCAGATGTGGATCTCC 1080 
Phalaenopsis       GTCTGGATTGGAGGATCTATCCTTGCCTCCCTCAGCACATTCCAACAGATGTGGATTTCT 1080 
H.vulgare          GTCTGGATCGGAGGGTCCATCCTAGCCTCACTCAGCACTTTCCAACAGATGTGGATATCC 1080 
N.tabacum          GTCTGGATTGGAGGATCTATCTTAGCTTCTCTCAGCACCTTCCAACAGATGTGGATAACA 1080 
A.phyllitidis      GTCTGGATTGGAGGCTCTATTCTAGCTTCATTGAGCACATTTCAACAGATGTGGATTGCA 1080 
                   ******** ** ** ** **  * ** **  * ***** ** ** ***********  *  
 
G.hirsutum         AAGGGTGAGTATGATGAGTCCGGTCCATCCATTGTCCACAGGAAGTGCTTCTAA 1134 
T.pratense         AAGGGTGAATACGATGAGTCTGGCCCATCCATTGTCCACAGAAAGTGCTTCTAA 1134 
S.asiatica         AAGGCAGAGTATGACGAGTCTGGACCATCGATCGTCCACAGAAAGTGCTTCTAG 1134 
A.thaliana         AAGGCCGAGTATGATGAGGCAGGTCCAGGAATCGTTCACAGAAAATGTTTCTAA 1134 
Phalaenopsis       AAGGCAGAGTATGATGAATCTGGTCCAGCTATTGTCCATAGGAAATGCTTCTGA 1134 
H.vulgare          AAGGATGAGTACGACGAGTCTGGCCCAGCGATCGTCCACAGGAAGTGCTTCTGA 1134 
N.tabacum          AAAGGTGAATATGATGAATCTGGTCCTTCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAA 1134 
A.phyllitidis      AAGTCGGAGTACGACGAGTCTGGGCCATCCATTGTACACCGGAAGTGCTTTTAG 1134 
                   **    ** ** ** **  * ** **    ** ** **  * ** ** ** *   
 
 
Fig. 3.6 allineamento di sequenze nucleotidiche di diverse specie vegetali codificanti per il gene Act II (astina 2). In  giallo sonon 
evidenziate le zone altamente conservate sulle quali sono stati disegnati i primer per le reazioni di amplificazione di DNA e  
cDNA 
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Fig. 3.7 Amplificazioni di DNA e cDNA di kenaf  
Amplificazioni di DNA genomico di kenaf e di cDNA di kenaf mediante analisi PCR e RT-PCR  rispettivamente. 
     
1.PCR con prime per actina; 2.RT-PCR con primer per actina;3. PCR con prime per 4CL; 4.RT-PCR con prime per 
4CL; 5= PCR con prime per C4H; 6.RT-PCR con prime per C4H; 7.PCR con prime per CCR; 8. RT-PCR con prime 
per CCR; 9.PCR con prime per CAD;10. RT-PCR con primer per CAD;11. PCR con primer per CeSA; 12. RT-PCR 








Fig. 3.8 Espressione temporale dei geni c4h, cad e CeSA nel tiglio di kenaf a 
30, 60 e 90 giorni dalla semina. Le differenti lettere, indicano per ogni 




Fig. 3.9 Espressione temporale dei geni c4h, cad e CeSa nel kenapulo di kenaf  
a 30, 60 e 90 giorni dalla semina. Le differenti lettere, indicano per ogni 
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Fig. 3.10 La foto mostra espianti di foglie cotiledinari posti su terreno R per 42 
giorni e poi trasferiti su terreno MS per altri 42 giorni (84° giorno) 
 
 
Fig. 3.11 La foto mostra espianti di foglie cotiledinari posti su terreno T per 42 
giorni e poi trasferiti su terreno MS per altri 42 giorni (21° giorno) 
 
 
Fig. 3.12 La foto mostra espianti di foglie cotiledinari posti su terreno MN per 42 
giorni e poi trasferiti su terreno MS per altri 42 giorni (42° giorno) 
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Fig. 3.14 Foglie cotiledonari poste su terreno NTA dopo 42 giorni 
 
 
Fig. 3.15 Germogli di kenaf della cultivar Dowling sviluppati su terreno MS con 
aggiunta di TDZ alla concentrazione di 10µM dopo 28 giorni dalla 
semina 
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Fig. 3.16 Germogli di kenaf della cultivar SF459 su terreno MS con aggiunta di 





Fig. 3.17 Semi di kenaf su MS e       Fig. 3.18 Semi di kanamicina  su MS e 




Fig. 3.19 Semi di kenaf su MS e kanamicina  300 mg l-1 
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Fig. 3.20 Germoglio di Dowling (A) e di SF459 (B) sottoposti a saggio gus 7giorni  
dopo co-coltura con AT8 contenete P35SGUS-INT 
 
 
   
Fig. 3.21 Saggio GUS di espianti di kenaf 
 
   
Fig. 3.22 Saggio GUS  su semi di kenaf dopo 7 giorni dalla co-coltura con 
agrobatterio LBA4404. 
 
                   
 c-     TRS    c+ 
Fig. 3.23 Saggio GUS putativa pianta transgenica di kenaf (c- =controllo 
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 Fig. 3.24  PCR su DNA pianta di kenaf  trasformata. 
A= p35GUS-INT; K= kenaf non trasformata; TRS= kenaf trasformata B= 












































riboside GA3 IAA NAA TDZ BAP AgNO3 
R 0.8 2 - - - - - 
T 3 1 2 - - - - 
MN 5 - - 0.1 - - - 
B - - 0.5 - - 5 - 
NTA    0.1 0.35  - 10.2 
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Tab. 3.1 Primer disegnati sulle zone altamente conservate delle sequenze codificanti, già presenti in baca dati, di geni della  
biosintesi della lignina e cellulosa di  monocotiledoni e dicotiledoni. Analisi di PCR e RT-PCR condotte con tali primer 
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Tab. 3.2 Sequenze clonate 
per ogni sequenza genica clonata è riportato; il numero di accessione registrato nella Banca Dati del National Center for 
Bioinformaic Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) e la percentuale di identità con le sequenze degli stessi geni di altre specie già 
presenti nella banca dati.  Nelle ultime 3 colonne sono riportate per ogni sequenza la lunghezza amminoacidica delle sequenza e la 





(pb) Codice di 














specie con più alta 
identità proteica 




H. cannabinus CeSA1 




H. cannabinus cellulose 
synthase (CeSA1) gene, 
partial cds 
1356  95% Gossypium hirsutum 326 96% Gossypium hirsutum 
DQ399840 H. cannabinus c4h 
mRNA, partial cds 1335  88% Gossypium arboreum 444 95% 
Gossypium 
arboreum 
DQ866836 H. cannabinus ACT 
mRNA, partial cds.  760 94% Gossypium hirsutum 253 100% 
Gossypium 
hirsutum 
EU048368 H. cannabinus actin gene, partial cds. 922  95% Gossypium hirsutum 253 100% 
Gossypium 
hirsutum 
DQ840569 H. cannabinus 4CL partial genome sequence 1257 886 83% Nicotiana tabacum 295 82 % 
Populus 
balsamifera 
EF031545 H. cannabinus CCR gene, partial cds. 1020 485 83% Populus balsamifera 161 91% 
Populus 
trichocarpa 
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Tab. 3.3 Primer utilizzati er la PCR quantitativa.  
I primer sono stati disegnati con l’ausilio del software Primer Express®Software 2.0. tale software, grazie ad un 



















Tab 3.4        Quantità di lignina e cellulosa in tiglio e kenapulo di fusti di kenaf. 
Le quantità sono espresse in mg g-1. Le differenti lettere, all’interno dello stesso tessuto per entrambi i bio-polimeri,  
indicano differenze significative at p < 0.05. 
* media su due campioni 
 




30 60 90 30 60 90 
Lignina 8,17 a 11,38 b * 18,62 c 7,77 a 8,47 b 13.31 c 
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Tab. 3.5 Dati raccolti per gli espianti posti su terreno R. I dati sono stati raccolti ogni 28 giorni fino all’ottantaquattresimo giorno. 
Sia per la cultivar Dowling (3.5 A) che per la SF459 (3.5 B). E’ possibile notare che nessun espianto ha prodotto 
germogli nonostante la formazione di callo e di radici.   
 





























50 17 13 0 0 4 16 28 giorni 
 9 20 0 0 0 21 56 giorni  
 0 26 0 0 0 24 84 giorni 
 






























50 36 6 0 0 6 2 28 giorni 
 22 18 0 0 5 5 56 giorni  
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Tab. 3.6 Dati raccolti per gli espianti posti su terreno T. I dati sono stati raccolti ogni 28 giorni fino all’ottantaquattresimo giorno. 
Sia per la cultivar Dowling (3.6 A) che per la SF459 (3.6 B). E’ possibile notare che nessun espianto ha prodotto 
germogli nonostante la formazione di callo e di radici.   
 




















N° espianti  







50 16 16 0 0 0 18 28 giorni 
 8 24 0 0 0 18 56 giorni  
 1 24 0 0 0 25 84 giorni 
 






























50 35 15 0 0 0 0 28 giorni 
 21 29 0 0 0 0 56 giorni  
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Tab. 3.7 Dati raccolti per gli espianti posti su terreno MN. I dati sono stati raccolti ogni 28 giorni fino al cinquantaseiesimo 
giorno. Sia per la cultivar Dowling (3.7 A) che per la SF459 (3.7 B). La formazione di radici sui tutti calli induce a 
pensare che  il mix di ormoni usati produca un effetto radicante per le piante di kenaf in coltura in vitro 
 






























50 0 0 50 0 0 0 28 giorni 
 0 0 50 0 0 0 56 giorni  
 






























50 0 0 50 0 0 0 28 giorni 
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Tab. 3.8 Dati raccolti per gli espianti posti su terreno B. I dati sono stati raccolti 
ogni 28 giorni fino all’ottantaquattresimo giorno. Sia per la cultivar 
Dowling (3.8 A) che per la SF459 (3.8 B). Per entrambe le cultivar sono 
stati saggiati per l’induzione al differenziamento sia ipocotili che foglie 
cotiledonari. E’ possibile notare che nessun espianto ha prodotto 
germogli in percentuali ritenute idonee per un eventuale protocollo di 
trasformazione genetica. 
 






























50 43 0 0 7 0 0 28giorni  
 41 2 0 7 0 0 56 giorni 
 29 19 0 2 0 1 84 giorni  
 






























50 47 1 0 2 0 0 28giorni  
 44 6 0 0 0 0 56 giorni 
 36 14 0 0 0 0 84 giorni  
 






























50 44 2 1 3 0 0 28giorni  
 38 12 0 0 0 0 56 giorni 
 24 26 0 0 0 0 84 giorni  
 






























50 49 0 0 0 0 1 28giorni  
 49 0 0 0 0 1 56 giorni 
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Tab. 3.9 Dati raccolti per gli espianti posti su terreno NTA. I dati sono stati 
raccolti ogni 28 giorni fino all’ottantaquattresimo giorno. Sia per la 
cultivar Dowling (3.9 A) che per la SF459 (3.9 B). Per entrambe le 
cultivar sono stati saggiati per l’induzione al differenziamento sia 
ipocotili che foglie cotiledonari. E’ possibile notare che nessun espianto 
ha prodotto germogli in percentuali ritenute idonee per un eventuale 
protocollo di trasformazione genetica. 
 
































50 49 0 0 0 0 1 28giorni  
 48 1 0 0 1 1 56 giorni 
 33 16 0 0 1 0 84 giorni  
 
































50 50 0 0 0 0 0 28giorni  
 50 0 0 0 0 0 56 giorni 
 50 0 0 0 0 0 84 giorni  
 






























50 49 0 0 0 0 1 28giorni  
 50 0 0 0 0 1 56 giorni 
 46 4 0 0 0 1 84 giorni  
 






























50 50 0 0 0 0 0 28giorni  
 50 0 0 0 0 0 56 giorni 
 50 0 0 0 0 0 84 giorni  
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foglie cot. 50 100% 24% 16% 60% 0% 1µM 
ipocotili 50 100% 0% 8% 92% 0% 
foglie cot. 50 100% 0% 4% 96% 0% 5µM 
ipocotili 50 100% 0% 2% 98% 0% 
foglie cot. 50 100% 0% 0% 100% 0% 10µM 
ipocotili 50 100% 0% 0% 100% 0% 
foglie cot. 10 100% 100% 0% 0% 0% controlli 
ipocotili 10 100% 100% 0% 0% 0% 
.  
 
Tab. 3.11 Media e deviazione standard di gemme multiple prodotte da semi delle cultivar Dowling e  SF459 esposti a tre 
















cultivar Dowling SF459 
TDZ 1µM 5µM 10µM 1µM 5µM 10µM 
Tempo 14gg 28gg 14gg 28gg 14gg 28gg 14gg 28gg 14gg 28gg 14gg 28gg 
media 1,8 2,5 3,1 2,3 3,3 3,8 2,1 2,7 2,8 2,9 3,6 3,8 
Dv. St. 0,63 0,85 0,57 0,48 0,53 0,63 0,88 1,06 0,59 0,88 1,26 0,79 
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Focaliz Dowling 100 91% 48% 6,25% 0% 
 SF459 100 89% 39% 5,1% 0% 
Rosata Dowling 100 90% 34% 5,8% 0% 
 SF459 100 91% 35% 8,5% 0% 












positivi a  
saggio GUS 
Dowling 120 99,5% 46,66% 8,92% 0% 
SF459 120 99,6% 52,5% 12,5% 0% 
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Tab. 3.14 Co-coltura di embrioni di kenaf provenienti da semi sterilizzati, tagliati longitudinalmente e lasciati germinare per 24 
ore in terreno contenente TDZ 10 µM con agrobatterio contenete il plasmide p35GUS-INT. Per entrambe le cultivar 








































P0C + K 
300mg/L + Claf 
250mg/L 
0% 5 4 foglie e stelo 





P0C + K 
300mg/L + Claf 
250mg/L 
0% 5 5 foglie e stelo 




Tab. 3.15 Co-coltura di embrioni con AT8 e acetosiringone 200µM. Gli embrioni di kenaf provenienti da semi sterilizzati, tagliati 
longitudinalmente sono stati co-coltivati con agrobatterio contenete il plasmide p35GUS-INT. Per entrambe le cultivar 


















































dowling 400 76,25 93.77% 28.67 5 100 foglie e fusto 
SF359 400 84,52 92.83% 29.90 5 100 foglie e fusto 
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Tab. 3.16 Co-coltura su embrioni di kenaf con agrobatterio AT18. Gli embrioni di kenaf provenienti da semi sterilizzati, tagliati 
longitudinalmente sono stati co-coltivati con agrobatterio contenete il plasmide p35GUS-INT. Per entrambe le cultivar 

























cultivar N espianti % germinati  % Sopravissuti dopo 7 giorni 
% sopravissuti 











dowling 500 96% 90,80% 14,30% 5 100% foglie e 
stelo 
SF459 500 98,20% 86% 15,00% 5 100% foglie e 
stelo 
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Lignin and cellulose are the high abundant biopolymers in plant cell wall. In the 
recent years, the demand of vegetable fibers has increased steadily, due to their 
good mechanical and biodegrability proprieties and due to the increase of 
biocomposite material production. However, biocomposite industry requires 
vegetable fibers with features that are closely at the industrial requirements. Since 
the rheological properties of biocomposite materials deal with the total content and 
quality of lignin and cellulose-composing fibers, biosynthesis knowledge of those two 
important biopolymers is an essential phase in biotechnologically-oriented plant 
breeding. Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) is an important herbaceous plant cultivated 
mainly as source of the two above-mentioned fibers. In particular, lignin fibers are 
mainly present in the stem corticalexternal part (bark); the internal part (core) 
furnishes light and absorbent wood due to its highcontent of cellulose. 
The final goal of our research group is to modify quantity and quality of kenaf fibers 
for specific industrial uses. This genetic approach, however, needs the basic 
scientific knowledge of the time-course expression of the major genes involved in 
lignin and cellulose biosynthesis pathways and the related final compound 
biosynthesis quantity during the plant growth. We focused our research on four lignin 
biosynthesis genes (cad, cinnamyl alcohol dehydrogenase; ccr, cinnamoyl-CoA 
oxidoreductase; c4h, cinnamate 4-hydroxylase; 4-cl, 4-coumarate:CoA ligase) and on 
one ofthe cellulose synthase gene family (CeSA1). 
As reported previously (Ruotolo et al., Proc. SIGA Congress, B.48, 2005) a 
bioinformatics approach was applied to design primers on highly conserved coding 
sequences. Partial sequences of the above mentioned genes were cloned and 
nucleotide sequences obtained from genomic DNA and cDNAs. Comparison 
sequences analysis, based on nucleotide or amino acid residues, for each single 
gene has shown high identity percentage to other plant genes, mainly with other 
Malvaceae species like cotton (Gossypium spp.). Following a similar approach, a 
sequence of a kenaf actin 
gene was isolated and cloned, in order to have a reference for the further gene 
expression analysis. Kenaf cv. Dowling plants were grown under environmental 
controlled conditions in a growth chamber. Analyses of c4h, cad and CeSA1 gene 
expression were carried out on mRNAs extracted from bark and core from 30, 60 and 
90 days after sowing. mRNA from the kenaf actin gene was used as internal control. 
qPCR analysis has shown the variation of each gene expression both during plant 
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La pianta di kenaf (Hibiscus cannabinus L.) è un erbacea annuale coltivata 
essenzialmente per la produzione di fibre vegetali. Queste stanno assumendo 
sempre maggiore interesse in campo 
tecnologico per la produzione di materiali biocompositi che presentano, oltre a 
caratteristiche di buone proprietà meccaniche, anche quella della biodegradabilità. 
Tali materiali sono oggi particolarmente apprezzati, anche a seguito di specifiche 
direttive della UE, nel campo della bioedilizia e della componentistica ad alta 
biodegrabilità impiegata nell’industria automobilistica. L’industria dei materiali 
biocompositi richiede fibre vegetali con caratteristiche che sempre più si adattino al 
processo di lavorazione ed agli usi finali. La modifica delle caratteristiche reologiche 
dei materiali passa anche attraverso l’ottenimento di fibre con adeguati contenuti di 
cellulosa e lignina e, quindi, particolare importanza rivestono ricerche tese a 
delucidare i processi di biosintesi di questi importanti polimeri vegetali. 
Il nostro gruppo ha iniziato una ricerca allo scopo di isolare e caratterizzare i 
principali geni coinvolti nella biosintesi della lignina e della cellulosa nella pianta di 
kenaf. Per quanto concerne la via biosintetica della lignina, i geni studiati sono stati: 
c4h (cinnamato-4-idrossilasi); cad (cinnamilalcol-deidrogenasi); ccr (cinnamil-CoA-
ossidoreduttasi) e 4cl (4-cumarato-CoA-ligasi). Per la via biosintetica della cellulosa è 
stato studiato un gene della famiglia genica CeSA (cellulosa-sintetasi). 
Per isolare sequenze geniche putativamente riferite ai geni sopra citati è stato scelto 
un approccio bioinformatico. Zone altamente conservate per ogni singolo gene sono 
state identificate a seguito di allineamento di tutte le sequenze EST di pianta presenti 
in banca dati ed i primer disegnati sulla base delle sequenze mostranti la più alta 
identità. Le reazioni di amplificazione sono state condotte su DNA genomico e su 
cDNA isolati da piante della cv Dowling allevate in camera di crescita. Tale cultivar è 
stata scelta in quanto rappresenta quella che fornisce la più alta quantità di fibre tra 
quelle in commercio. Gli ampliconi ottenuti sono stati clonati e sequenziati. L’analisi 
comparativa delle sequenze nucleotidiche dei singoli geni ha mostrato un’alta 
percentuale d’identità con le sequenze degli stessi geni di altre specie, 
principalmente con quelli appartenenti alla famiglia delle Malvaceaee. Tali sequenze 
sono state poi depositate in banca dati e rese pubbliche. Inoltre è stata valutata 
l’espressione dei geni c4h, cad e CeSA dopo 30,60 e 90 giorni dalla semina, 
mediante analisi qPCR. Essa è stata eseguita su mRNA isolati dal tessuto 
epidermico e da quello del midollo di piante allevate in condizioni controllate. I 
risultati mostrano l’espressione differenziale di questi geni nei tessuti e durante lo 
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Kenaf (Hibiscus cannabinus) belongs to the Malvaceae family. It is an annual 
herbaceous fibre crop, native to tropical regions of Asia and Africa. The cortical 
external part and the core are particularly amenable to be used in bio-composite 
materials, mainly for automotive and house building industries; furthermore, bio-
composite materials are highly biodegradable and their uses reduce the 
environmental pollution. In order to study lignin and cellulose biosynthesis major 
genes expression time course in this species, we have begun a project to isolate 
them, on the basis of biological information already available from other plant 
species. Preliminary, we have focused our interest on the following lignin 
biosynthesis genes: cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD); cinnamoyl-CoA 
oxidoreductase (CCR); cinnamate 4-hydroxylase (C4H); 4-coumarate:CoA ligase 
(4CL); and cellulose synthase genes (CeSA). A bio-informatics approach was 
followed to design primers for PCR of the above-listed genes. Primers were designed 
on highly conserved coding sequences of these genes already isolated and 
sequenced from other plant species. RT-PCR analysis carried out on mRNA isolated 
from young stems and petioles showed some amplified fragments; they were cloned 
and sequenced. All expressed sequences were found to have high identity with 
related sequences of the above-mentioned lignin and cellulose biosynthesis genes 
from other plant species, mainly with the Malvaceae ones. Q-PCR experiments are 
now in course to study the time course expression of these genes during kenaf 
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Kenaf (Hibiscus cannabinus) is an annual herbaceous plant, native to tropical regions 
of Asia and Africa. It has a rapid growth and erect stem and it is grown for obtaining 
cellulose and lignin. Kenaf’s stem is formed mainly of two parts: a cortical external 
part (called “bark”) that gives long fibres (2-6 mm) and accounting up to 35-40% of 
the total stem weight; a woody inside part (called “core”) that furnishes light and 
absorbent wood. The core shows short fibres (0.6 mm) and represents 60-65% of the 
total stem weight. 
Nowadays, kenaf is having an increasing interest as industrial crop due to high 
quality cellulose for paper production. Furthemore, the core and bark are particularly 
amenable to be used in bio-composite materials, mainly for automotive and house 
building industries. Kenaf-based bio-composite materials are highly biodegradable 
and, hence, their uses are suggested to reduce the environmental pollution and 
wastes. In recent years, the enforced EU policy deals with the reduction of woody 
plants as source of cellulose, replacing them with annual herbaceous plants; 
therefore, kenaf could be one of the best candidates as source of cellulose. 
In order to modify the quantity and the quality of kenaf fibres for specific industrial 
uses by using up-to-date breeding strategies and techniques, there is a need to 
enlighten kenaf cellulose and lignin biosynthetic pathways.Recently, we have carried 
out some investigation on kenaf cellulose and lignin biosynthetic pathways, in a 
frame of a collaboration with the AgriKenaf Volturno, an industry interested in to 
improve this species in our country. As first step in our breeding programme, we are 
going to clone and sequence as many genes as possible involved into cellulose and 
lignin’s biosynthesis. We have focused our interest on the following eleven genes: (a) 
lignin’s biosynthesis genes: CAD, cinnamyl alcohol dehydrogenase; CCR, cinnamoyl-
CoA oxidoreductase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate:CoA ligase; 
(b) cellulose synthase gene family: from CeSA1 to CeSA7. 
Two cultivars have been used as source of DNA: Everglades 41, a historical variety 
for commercial kenaf growers; Dowling, a cultivar with higher bast fibres percentage. 
Plants were grown in a growth chamber, under controlled conditions. 
In order to design primers for PCR of the above-listed genes, we did a bio-informatics 
approach; primers were designed on highly conserved coding sequences of these 
genes already isolated and sequenced from several monocots and dycots species. 
PCR analysis showed some amplified fragments. Regarding genes related with 
lignin’s biosynthesis, C4H and CAD primers gave some amplification products. 
Regarding genes related with cellulose biosynthesis, some amplification products 
were obtained from PCR reactions with primers designed to amplify CeSA4, CeSA5 
and CeSA7 genes. 
One of the CAD amplified fragments has been sequenced in our laboratory, and the 
resultant sequence appeared to be homologous to the sequence of the Nicotiana 
tabacum CAD14. We are now sequencing the other amplified fragment and 
modifying the other primers that did not give any amplification results. 
